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Resumo 
O sistema piruvato desidrogenase humano (PDHc) é um complexo multienzimático, localizado 
na matriz mitocondrial, que apresenta uma função essencial no metabolismo da glucose ao 
promover a descarboxilação oxidativa do piruvato a acetil-CoA. De entre os seus constituintes, 
é de destacar o piruvato desidrogenase (E1; EC 1.2.4.1), uma proteína heterodimérica (α2β2) 
que catalisa o passo limitante da reacção de todo o sistema. Uma alteração na actividade deste 
enzima dá origem à deficiência em PDH, um erro hereditário do metabolismo que pode causar 
um quadro clínico grave que inclui acidose láctica e alterações neurológicas profundas.   
No decorrer do processo de diagnóstico da deficiência em PDHc foi identificada, numa criança 
Portuguesa, a mutação c.757A>G no gene que codifica a subunidade α do enzima E1 e que 
corresponde à mutação R224G na proteína madura. Após administração de Asparten® 
(aspartato de arginina) observou-se uma reversão do quadro clínico acompanhado 
laboratorialmente por uma normalização da actividade do PDHc e da produção de E1α. 
Assim, com o objectivo de elucidar a base molecular do efeito observado foi optimizado um 
sistema de expressão bicistrónico para co-produção e purificação das subunidades α e β da 
proteína E1. A hE1 selvagem (hE1αwt/hE1βwt) e a forma mutante hE1αR224G/hE1βwt foram 
posteriormente expressas na presença e ausência de arginina ou aspartato e caracterizadas.  
Na ausência de arginina ou de aspartato a proteína mutante hE1αR224G/hE1βwt apresentou 47% 
de actividade residual, pelo que esta mutação pode ser considerada como causadora de 
doença. Quando o enzima mutante é produzido na presença de arginina observou-se um 
aumento da proteína na fracção solúvel e um incremento da sua actividade enzimática 
residual (145%). Estes resultados sugerem que a mutação R224G na proteína E1α poderá dar 
origem a um enzima conformacionalmente alterado, que será rapidamente degradado pelo 
sistema de controlo de qualidade proteica intracelular. A presença do aminoácido arginina, 
considerado um agente estabilizante, poderá modular o folding daquela proteína mutante e 
deste modo contribuir para o aumento da sua actividade. 
 
 
Palavras-chave: Sistema Piruvato Desidrogenase (PDHc), Piruvato Desidrogenase (E1), 
Deficiência da Piruvato desidrogenase, Chaperones Químicos, Doenças conformacionais. 
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Abstract 
The piruvate dehydrogenase complex (PDHc) is a multienzymatic system localized in the 
mitochondrial matrix that plays an essential role in glucose metabolism by being responsible 
for the oxidative decarboxilation of pyruvate to acetyl-CoA. The pyruvate dehydrogenase 
protein (E1; EC 1.2.4.1) is one of the PDHc components and catalyzes the rate limiting step of 
the overall complex. The E1 component (EC 1.2.4.1) is a heterotetramer of two α and two β 
chains (α2β2). A deficient activity of this enzyme leads to PDHc deficiency, an inborn error of 
metabolism that causes a severe lactic acidosis and profound neurological defects. 
Recently, our group identified, in a Portuguese boy presenting PDHc deficiency, a novel 
c.757A>G mutation in the gene encoding the E1α subunit which corresponds to the R224G in 
the mature protein. Biochemical re-evaluation after Asparten® (arginine aspartate) intake 
showed a recovery of PDHc activity and a normal pattern of E1α protein. 
Therefore, in order to elucidate the molecular basis of the observed effect a bicistronic 
expression system was developed to co-produce and purify the E1 α and β subunits. The E1 
wild-type (hE1αwt/hE1βwt) and mutant protein (hE1αR224G/hE1βwt) were then expressed in the 
absence and presence of ariginine or aspartate and further characterized.  
In the absence of arginine or aspartate the mutant hE1αR224G/hE1βwt protein presented only 
47% of residual enzymatic activity indicating that this mutation is a disease-causing mutation. 
When the mutant enzyme was produced in the presence of arginine, an increase in the 
amount of the protein present in the soluble fraction, as well as an increment in residual 
enzyme activity (145%) was observed. The obtained data strongly suggest that the R223G 
mutation in the E1 α subunit will induce conformational changes in the mutant enzyme, which 
will be recognized and degraded by the intracellular protein quality control system. Arginine, a 
postulated protein stabilizer, would restore the correct folding of the mutant E α subunit thus 
normalizing its enzymatic activity.  
 
 
 
Keywords: Pyruvate Dehydrogenase Complex (PDHc), Pyruvate Dehydrogenase (E1), Chemical 
Chaperones, Conformational Diseases. 
Formas wt e mutante da hE1: efeito de chaperones químicos 
xvi 
 
 
 
 
 
 
I. Introdução 
1 
I. Introdução 
1. O Sistema Piruvato Desidrogenase (PDHc)  
O sistema do piruvato desidrogenase (PDHc) é um complexo multienzimático localizado na 
matriz mitocôndrial que apresenta um papel chave no metabolismo energético ao catalisar a 
descarboxilação oxidativa irreversível do piruvato a acetil-CoA. Deste modo, o PDHc estabelece 
uma ponte entre a via glicolítica, onde ocorre a conversão da glucose em piruvato, e o ciclo 
dos ácidos tricarboxílicos que permite obter energia a partir do acetil-CoA. [1] 
Uma vez que a fonte maioritária de piruvato resulta da glucose proveniente da digestão dos 
hidratos de carbono da dieta, o PDHc é sujeito a uma fina regulação de modo a manter a 
homeostase da glucose, indo de encontro às necessidades metabólicas e energéticas.[1] 
O PDHc eucariota é o maior sistema multienzimático conhecido (≈ 8-10 milhões de Da), 
apresentando em mamíferos cerca de 50 nm de diâmetro, o que permite a sua visualização 
por microscopia electrónica (Figura I.1).[ 2] 
 
Figura I.1 – Imagem de microscopia electrónica do sistema do piruvato desidrogenase isolado a partir 
de rim de bovino [Retirado de 
2
]. 
 
O sistema do piruvato desidrogenase é constituído por três enzimas directamente envolvidos 
na catálise: piruvato desidrogenase (PDH) ou E1 (EC 1.2.4.1), di-hidrolipoilo transacetilase ou 
E2 (EC 2.3.1.12) e di-hidrolipoilo desidrogenase ou E3 (EC 1.6.4.3). O PDHc de eucariotas é 
também constituído por um componente adicional que faz a ligação do E2 ao E3 designado por 
proteína de ligação ao E3 (E3-binding protein; E3-BP) ou proteína X. Fazem ainda parte deste 
sistema dois enzimas reguladores: o PDH-cinase (PDK; EC 2.7.1.99) e o PDH-fosfatase (PDP; EC 
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3.1.3.43). O PDK liga-se ao enzima E2 e à proteína E3-BP, enquanto o PDP se liga ao E2 através 
duma ponte com o ião Ca2+.[1] 
O PDHc eucariota apresenta uma simetria icosaédrica e é constituído por 60 cópias de E2, que 
formam o centro do complexo, aos quais se ligam 22-30 tetrâmeros de E1 (região mais 
externa), 6-12 dímeros de E3 e 6-12 monómeros de E3-BP (Figura I.2).[ 2] 
 
 
Figura I.2 – Imagem tridimensional do sistema piruvato desidrogenase que demonstra o arranjo 
espacial dos diferentes componentes. O centro é composto por 60 moléculas de di-hidrolipoilo 
transacetilase ou E2 (verde). O domínio lipoilo de E2 (azul) chega até ao centro activo do piruvato 
desidrogenase ou E1 (amarelo), localizadas no exterior do complexo proteico. Um número de 
subunidades do di-hidrolipoilo desidrogenase ou E3 (vermelho) encontram-se associados à subunidade 
central E2, onde um braço móvel do E2 estabelece contacto com o centro activo do E3 [Retirado de 
2
]. 
 
 
O componente E1 é um heterotetrâmero, composto por duas subunidades α e duas 
subunidades β. Apresenta dois centros activos que requerem os cofactores pirofosfato de 
tiamina (TPP) e o ião Mg2+. [1] 
O componente E2 é constituído por três domínios bem definidos ligados entre si por regiões 
flexíveis (linkers): uma sequência N-terminal onde se localiza o domínio lipoilo (2 nos seres 
eucariotas); o domínio de ligação (central) aos componentes E1 e E3-BP e; uma região C-
terminal constituindo o domínio interior e onde se localiza o centro activo. Os domínios 
interiores do E2 interagem não-covalentemente entre si, formando o núcleo central do 
complexo. O domínio lipoilo do E2 é responsável pelo acoplamento dos centros activos do E1, 
E2 e E3 promovendo a transferência do grupo acetil e de equivalentes redutores (Figura I.3). 
Deste modo, o E2 tem como substratos a coenzima-A (CoA) e o grupo prostético lipoato. [1] 
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Figura I.3 – Domínios estruturais e funcionais do componente E2 presentes em células eucariotas.  
 
O componente E3 é um homodímero com dois centros activos localizados na interface 
dimérica. Estruturalmente é constituído por quatro domínios: o domínio de ligação ao FAD; o 
domínio de ligação ao NAD+; o domínio central e; o domínio de interface. Cada centro activo 
contém uma molécula de FAD, ligada não-covalentemente, que participa na transferência 
electrónica do di-hidrolipoilo do enzima E2 para o NAD+.[1] 
A proteína E3-BP apresenta uma organização semelhante ao componente E2. No entanto, é 
constituída por apenas um domínio lipoilo; o domínio de ligação promove unicamente a 
ligação ao componente E3 e o domínio interior não apresenta actividade catalítica. [1]  
 
De um modo geral a reacção catalizada pelo PDHc pode ser esquematizada do seguinte modo: 
o primeiro componente, E1, catalisa a descarboxilação do piruvato, a subunidade E2 catalisa a 
formação de acetil-CoA e a subunidade E3 reoxida a lipoamida ligada covalentemente ao E2 
com consequente redução do NAD+ a NADH. [1] Deste modo, num primeiro passo o piruvato 
reage com o TPP, que está ligado ao E1, e é descarboxilado formando o hidroxietil-TPP. De 
seguida o E1 transfere dois electrões do grupo acetil do TPP para o grupo lipolisina 
pertencente ao enzima E2, e que está na forma oxidada, o qual passa a acil-lipolisina. No 
terceiro passo da reacção há uma trans-esterificação na qual o grupo –SH do CoA é substituído 
pelo grupo acil-S do E2, formando acetil-CoA e o grupo lipolisina na forma reduzida. Na 
reacção seguinte (quarto passo) o enzima E3 promove a transferência de dois átomos de 
hidrogénio dos grupos lipolisina reduzidos do E2 para o FAD presente em E3, restaurando-se 
assim a forma oxidada do grupo lipolisina do E2 e formando FADH2. Finalmente no quinto e 
último passo, o FADH2 reduzido transfere um ião H
+ para o NAD+, formando-se o NADH e 
regenerando o FAD. O complexo enzimático fica assim pronto para uma nova catálise (Figura 
I.4). [ 2] 
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Figura I.4 – Reacção de descarboxilação oxidativa do piruvato a acetil-CoA pelo Sistema do Piruvato 
Desidrogenase [Adaptado de 
2
]. 
 
 
Devido à sua estrutura “porosa” o PDHc promove a descarboxilação oxidativa do piruvato por 
um mecanismo de chanelling do substrato, onde o piruvato e os intermediários são 
canalizados ao longo dos vários componentes do complexo, o que aumenta a sua eficiência. [ 2]  
 
Como referido anteriormente, devido à sua importância na homeostase celular, o PDHc é um 
sistema sujeito a uma fina regulação que assenta basicamente no mecanismo de fosforilação 
(inactivação)/desfosforilação (activação) mediada pelo PDK e PDP, respectivamente. A 
fosforilação/desfosforilação ocorre em três resíduos de serina (S) da subunidade E1α (S264, 
S271 e S203; local de fosforilação 1, 2 e 3, respectivamente) e é um passo limitante da reacção 
de todo o complexo.[3] Nas células de mamíferos a PDK apresenta quatro isoformas (PDK1, 
PDK2, PDK3 e PDK4), sendo cada uma delas homodímeros que se associam aos domínios 
lipoilo da subunidade E2 e da proteína E3-BP (uma a três moléculas por complexo). A 
transferência do PDK entre os domínios lipoilo é fundamental para que ocorra fosforilação da 
subunidade E1 que apenas ocorre quando o PDK se encontra activado por ligação aos 
domínios lipoilo do E2, sendo provavelmente resultado de alterações conformacionais no PDK. 
A actividade do PDK também é estimulada com a redução e redução/acetilação dos grupos 
lipoilo do E2 que ocorre durante a reacção enzimática.[1] O mecanismo pelo qual o E1 é 
inactivado depende do local de fosforilação. Deste modo, a fosforilação do local 1 (S264) 
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previne a interacção do centro activo de E1 com os substratos da reacção, enquanto que a 
fosforilação no local 3 (S203) afecta a interacção de E1 com o TPP.[1] 
O PDP é um heterodímero constituído por um componente catalítico que pertence à classe 2C 
das fosfatases e um componente regulador que é uma flavoproteína. A subunidade catalítica 
apresenta, em células de mamíferos, duas isoformas a PDP1 e PDP2. Estes isoenzimas 
apresentam especificidade de tecido, diferentes actividades e regulação. Por exemplo, a 
subunidade reguladora do PDP1 afecta a sensibilidade da subunidade catalítica para o Mg2+. É 
ainda de referir que o PDP1 de mamíferos liga-se ao domínio lipoilo L2 do componente E2 
através do ião Ca2+.[1]  
A regulação do PDHc pode ser imediata ou tardia.[1] A regulação imediata, que ocorre após 
alguns minutos ou horas, é conseguida através de metabolitos efectores e hormonas que 
modulam o mecanismo de fosforilação (inactivação) e desfosforilação (activação) dos enzimas 
PDK e PDP, respectivamente. A actividade do PDK pode ser modulada pelos produtos da 
reacção, tais como o NADH e o acetil-CoA, os quais aumentam a sua actividade através da 
redução/acetilação do grupo prostético lipoato do E2, que está ligado à cinase. Assim, as 
proporções NADH/NAD+ e acetil-CoA/CoA vão determinar se o PDHc está presente ou não na 
forma activa. A razão ATP/ADP também tem influência na actividade do PDK, sendo que a 
inibição pelo ADP está em sinergia com a inibição pelo substrato (piruvato). Pensa-se que se 
forma um complexo PDK-ADP-piruvato que previne a dissociação do ADP e, 
consequentemente, a inactivação da PDK (Figura I.5).[1] O PDP é um enzima dependente de 
Mg2+ e do Ca2+. Deste modo, variações na concentração do ião Mg2+, em conjunto com a 
concentração de ATP na célula, vão afectar a actividade do PDP. Já os iões Ca2+, cuja 
concentração aumenta em condições de deficiência energética, vão aumentar a actividade do 
PDP ao facilitar a sua ligação ao E2. A regulação imediata hormonal do PDHc é efectuada pela 
insulina (Figura I.5) a qual aumenta a actividade do PDP, resultando na defosforilação e 
activação do PDHc. [1]  
Na presença de níveis elevados de ácidos gordos, que podem ser utilizados na obtenção de 
energia através do metabolismo oxidativo, o PDK inactiva o complexo limitando a oxidação da 
glucose. Este processo ocorre em muitos tecidos e é particularmente importante durante o 
estado de jejum, quando as reservas de glucose devem manter-se disponíveis para os tecidos 
energeticamente dependentes exclusivamente deste açúcar, tais como o cérebro. De forma 
semelhante, o PDHc é regulado pelo aumento do PDK em situação de diabetes. Já quando a 
oxidação dos ácidos gordos não está a ser utilizada por um tecido, ou quando a glucose se 
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converte em ácidos gordos, a actividade do complexo deverá ser regulada de um modo muito 
diferente. Consequentemente, o PDHc limita o uso exclusivo da glucose como fonte de energia 
oxidativa nos tecidos nervosos e facilita a conversão da glucose em ácidos gordos no tecido 
adiposo quando há um excedente de glucose. [4] 
 
 
Figura I.5 – O Sistema Piruvato Desidrogenase (PDHc) e a regulação da homeostase da glucose em 
mamíferos.  
A regulação da actividade do PDHc é feita por fosforilação (inactivação)/desfosforilação (activação) 
catalisada pelo PDH-cinase (PDK) e PDH-fosfatase (PDP). O produto da reacção de descarboxilação do 
piruvato, o acetil-CoA, é posteriormente utilizado noutras vias metabólicas como por exemplo o ciclo 
dos ácidos tricarboxílicos (TCA). A verde (+) encontram-se representados os efectores positivos e a 
vermelho (-) os efectores negativos [Adaptado de 
1
]  
 
 
A regulação tardia do PDHc origina uma resposta após dias ou semanas a estímulos hormonais 
ou provenientes da dieta. Esta regulação resulta de um controlo a nível da transcrição dos 
genes que codificam as proteínas, não só do sistema PDHc, mas também as envolvidas na 
modulação da actividade do PDHc (PDK e PDP). Por exemplo, a expressão do gene que codifica 
a subunidade E1α parece ser regulada, no pâncreas, pela glucose.[5] 
Tendo em conta a sua importância capital no equilíbrio energético e de biossíntese da célula, o 
PDHc deve adaptar-se às necessidades específicas de cada tecido. Assim, certos tecidos 
apresentam uma actividade basal extremamente baixa que aumenta de forma intermitente 
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segundo as suas propriedades fisiológicas. No fígado, o complexo encontra-se inactivo em 
jejum, de modo a favorecer a gluconeogénese, enquanto nos adipócitos ele está fortemente 
activado em período pós-prandial de modo a fornecer o acetil-CoA necessário à síntese de 
ácidos gordos; no miocárdio a actividade do PDH aumenta em caso de actividade cardíaca 
aguda. Pelo contrário, outros tecidos como o cérebro apresentam uma actividade basal muito 
elevada, no limite das capacidades máximas do enzima.[6] 
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2. Deficiência no complexo piruvato desidrogenase 
No ser humano mutações nos genes que codificam para os componentes do PDHc tem como 
resultado alterações na actividade deste sistema, com o consequente desenvolvimento da 
doença metabólica hereditária designada por deficiência em PDHc. Devido à importância 
fundamental do PDHc no normal funcionamento do metabolismo energético, nomeadamente 
na regulação das vias energéticas no mitocôndrio [7], a deficiência em PDHc é uma doença 
extremamente grave, sendo que provavelmente apenas os doentes com défices parciais 
conseguem sobreviver. Apesar do PDHc desempenhar um papel muito importante nas vias 
metabólicas de vários tecidos, ele é especialmente importante para a função normal do 
cérebro pois este obtém a sua energia a partir da oxidação aeróbica da glucose. Assim, a 
maioria dos doentes com deficiência em PDHc apresentam alterações neurológicas graves para 
as quais também contribui a acumulação de ácido láctico [7]. Os doentes com deficiências mais 
graves no PDHc desenvolvem sintomas logo após o nascimento não sobrevivendo ao período 
neonatal enquanto nas situações menos graves conseguem atingir a adolescência [7]. 
Metabolicamente, os doentes com deficiência em PDHc apresentam acidose láctica e uma 
razão de lactato/piruvato normal (< 20).  
O diagnóstico desta patologia assenta na determinação da actividade enzimática global do 
complexo e/ou da actividade parcial referente a cada uma das subunidades catalíticas e da 
avaliação, por Western blott, da expressão dos diversos componentes do PDHc. Em Portugal, 
este diagnóstico é apenas efectuado no Grupo de Metabolismos e Genética do iMed-UL, na 
Faculdade de Farmácia da Universidade de Lisboa, o laboratório de referência a nível Nacional 
para diagnóstico desta patologia. Neste laboratório, para realização dos ensaios acima 
referidos, é geralmente utilizado como material biológico linfócitos ou fibroblastos, sendo a 
actividade enzimática determinada através da quantificação do 14CO2 libertado a partir do 
substrato [1-14C]-piruvato. 
Até à data, não existe um tratamento efectivo desta patologia. A terapêutica disponível 
recorre à suplementação dos cofactores dos enzimas do sistema (por exemplo Tiamina), a 
administração de dicloroacetato, inibidor do PDK, e utilização de dietas cetogénicas ricas em 
lípidos e pobres em carbohidratos. 
Embora se encontrem descritas mutações nos genes que codificam para todos os 
componentes do PDHc, cerca de 80% afectam a proteína E1 e nesta, a maioria atinge a 
subunidade α. Em Portugal, a primeira mutação no sistema PDHc foi identificada em 2004 por 
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Silva MJ e colaboradores[8] e corresponde à alteração missense c.1176G>A no gene que 
codifica para a subunidade E1α (p.R378H). Até à data, encontram-se identificados 25 doentes 
Portugueses com diminuição da actividade do PDHc. Na Tabela I.1 encontram-se descritas as 
mutações identificadas. 
Tabela I.1 – Mutações nos componentes do sistema piruvato desidrogenase (PDHc) 
identificadas nos doentes com deficiência em PDHc em Portugal. [9] 
Componente PDHc Mutação Exão Proteína mutante 
E1α 
c.1176G>A 
CGTCAT 
11 R378H 
E1α 
c.795A>C 
GCAGCC 
8 A265A 
E1α 
c.615C>G 
TTCTTG 
7 F205L 
E1α 
c.757A>G 
AGAGGA 
7 R253G 
E2 
c.128C>T 
GCTGTT  
2 A43V 
E3 
Inserção 
Intrão 13 
13-14 I13 ins 
E3 
c.459A>G 
AGAGGA 
7 R154G 
E3-BP 
c.850C>T 
CGATGA 
7 R284X 
  
I. Introdução 
11 
3. Os genes que codificam para a subunidade E1 
A subunidade E1α existe, no homem, sob a forma de duas isoenzimas codificadas por dois 
genes distintos: PDHA1 e PDHA2. O gene PDHA1 localiza-se no braço curto do cromossoma X 
(Xp22.1), é expresso nas células somáticas, cobre cerca de 17 kb de DNA genómico e estrutura-
se em 11 exões separados por 10 intrões.[10] O seu mRNA é constituído por 1170 pb, 
codificando para uma proteína de 390 aminoácidos[11], que apresenta a N-terminal a sequência 
de importação para o mitocondrio (Figura I.6). O gene PDHA2 localiza-se no cromossoma 4 
(4q22-23) e apenas é expresso nas células germinativas durante a espermatogénese [12]. 
 
 
Figura I.6 – Estrutura do gene PDHA1. Nesta figura está representada a localização da sequência leader 
(LS), o local de ligação à tiamina pirofosfato (TPP), os resíduos de serina alvo de fosforilação pela PDH-
cinase (P1, P2 e P3) e ainda o local de interacção entre as subunidades E1α e E1β. A numeração romana 
refere-se aos exões e a numeração árabe aos codões. [Adaptado de 
13
] 
 
A subunidade E1β é codificada pelo gene PDHB que se situa no cromossoma 3 (3p13-q23). Este 
gene cobre cerca de 8 Kb de DNA genómico, é composto por 10 exões e 9 intrões sendo 
transcrito num mRNA com cerca de 1,5 Kb. [14]  
Como referido anteriormente a deficiência no PDHc deve-se maioritariamente a mutações no 
gene PDHA1 (OMIM#312170). A sua localização no cromossoma X é importante para entender 
a grande variação de fenótipos clínicos. Nas mulheres afectadas as mutações ocorrem em 
apenas um dos dois cromossomas X. Devido ao carácter aleatório da inactivação do 
cromossoma X os genes PDHA1 mutante ou selvagem serão expressos ou não em diferentes 
tecidos. Assim, nas mulheres afectadas por estas mutações, tem de se ter em conta que 
poderá ocorrer expressão da proteína E1α selvagem e não da mutante, não originando por 
isso um fenótipo clínico. Nesta situação, estas doentes não serão reconhecidas como 
portadoras de deficiência em PDHc. Nos homens existe apenas um cromossoma X, o que leva a 
que todas as células expressem o gene mutante. Neste caso, a actividade residual do PDHc 
depende da gravidade da mutação (normalmente situa-se entre os 20% e 50% da actividade 
normal).[15] 
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A primeira mutação no gene PDHA1 foi identificada por Endo e colaboradores em 1989 num 
doente com acidose láctica e baixa actividade na PDH [16]. Esta mutação consistia numa 
delecção de 4 pb. Posteriormente, num trabalho de revisão publicado em 2000, Lissens e 
colaboradores descreveram 76 mutações no gene PDHA1 (37 missense/nonsense e 39 
inserções/delecções) num total de 130 doentes (61 do sexo feminino e 69 do sexo masculino) 
[15]. A maioria destas mutações localiza-se na segunda metade da sequência codificante (exões 
5 a 11), sendo que as mutações por inserção/delecção ocorrem preferencialmente nos exões 
10 e 11, enquanto as mutações missense/nonsense distribuem-se por todos os exões. A 
distribuição do tipo de mutações entre sexos também é diferente: nas mulheres ocorrem mais 
mutações por inserção/delecção e nos homens existem mais mutações missense/nonsense. As 
mutações mais frequentes ocorrem no resíduo R72, R263 e R378.[15] Presentemente, e de 
acordo com os dados depositados no Human Gene Mutation Database (HGMD®), foram já 
identificadas 116 mutações diferentes no gene PDHA1. 
Apenas em 2004 foram identificadas as primeiras mutações no gene PDHB por Brown e 
colaboradores [17]. Segundo a HGMD®, foram identificadas até à data apenas 7 mutações 
diferentes neste gene, todas elas do tipo missense/nonsense. 
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4. Piruvato desidrogenase humana (hE1)  
O componente E1 ou piruvato desidrogenase (PDH; EC 1.2.4.1) é um heterotetrâmero (154 
kDa) constituído por dois monómeros α (α e α’) e dois monómeros β (β e β’). Cada subunidade 
α é constituída por 390 resíduos de aminoácidos e apresenta uma massa molecular calculada 
de 41 kDa. A sequência proteica deduzida a partir do cDNA inicia-se com um segmento de 29 
aminoácidos, ausentes na proteína madura, e que corresponderá a um péptido sinal que 
direcciona a proteína E1α para o mitocôndrio. [18] A subunidade E1β resulta de um quadro de 
leitura aberto de 1077 bp, que codifica para uma proteína de 359 aminoácidos, apresentando 
uma sequência alvo de 30 bp (péptido de sinal para o mitocôndrio). A massa molecular da 
proteína madura é de 36 kDa.[19] 
Foi em 2003 que Ciszak e colaboradores [20] determinaram, pela primeira vez, a estrutura da 
piruvato desidrogenase de mamíferos. Ambas as subunidades têm uma estrutura secundária 
constituída maioritariamente por hélices α (Figura VII.4 e Figura VII.5, Anexo VII.3).  
Cada subunidade α é composta por uma folha β paralela, constituída por seis cadeias-β, 
empacotada contra cinco das dez hélices-α que compõem esta subunidade (Figura I.7). Esta 
estrutura é responsável pela ligação ao ião Mg2+ e à porção pirofosfato do TPP e é denominada 
domínio PP (e PP’). Nesta cadeia polipeptídica a hélice α constituída pelos resíduos T274-S285 
encontra-se envolvida na fosforilação do E1 [20]. 
Nas subunidades β podem ser identificados dois domínios: (i) um domínio N-terminal (resíduos 
1-194, designado por domínio PYR (e PYR’), constituído por uma folha β paralela (seis cadeias-
β) rodeada por sete hélices-α e responsável pela ligação ao anel amino-pirimidínico do TPP; (ii) 
porção C-terminal (resíduos 195-329), designada por domínio C (e C’), responsável pela ligação 
à proteína E2, composto por uma folha β paralela (quatro cadeias-β) com uma das 
extremidades constituída por uma folha β antiparela e quatro hélices-α, duas delas uma de 
cada lado desta folha β[20] (Figura I.7).   
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Figura I.7 – Estrutura da proteína humana E1 (PDB ID 1NI4).
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Como já referido, para que ocorra a ligação do TPP é necessário a presença dos dois domínios 
diferentes: domínio PP de ligação ao grupo pirofosfato na subunidade α e domínio PYR de 
ligação ao anel pirimidínico na subunidade β. A ligação ao cofactor ocorre numa fissura 
localizada entre as suas subunidades (Figura I.10).[20] O motivo de ligação ao TPP foi deduzido 
através da comparação do alinhamento estrutural das sequências primárias de enzimas 
dependentes de TPP (piruvato desidrogenase, piruvato oxidase e transcetolase). Assim, foram 
identificados cerca de 10 resíduos conservados no domínio PP da subunidade α, 4 dos quais 
pertenciam ao motivo de ligação do TPP (G166, D167, G168 e N196). No domínio PYR da 
subunidade β foi identificado o resíduo conservado E59 que, juntamente com o H128, 
encontra-se envolvido na desprotonação do anel pirimidínico.[23]  
 
 
Figura I.10 – Centro activo do E1 humano. O centro activo localiza-se na interface entre o domínio de 
ligação ao grupo pirofosfato (PP’) na subunidade α’ (azul) e o domínio de ligação ao anel pirimidínico 
(PYR) na subunidade β (amarelo). Os aminoácidos e moléculas de água legendados participam nas 
ligações de hidrogénio ao TPP (tracejado) e ao ião Mg
2+
 (linhas), bloqueando o cofactor neste espaço 
restrito. [Retirado de 
20
] 
 
Durante o processo enzimático de descarboxilação do piruvato o TPP adopta várias formas 
intermediárias. Inicialmente o cofactor TPP é activado pela formação de uma ligação de 
hidrogénio ( N1'-H⋯O ) com o grupo γ-carboxilato do resíduo E59 da subunidade β. 
Seguidamente este composto reage com o piruvato formando-se um intermediário tetraédrico 
4’-imino-2-(2-hidroxipropionil) tiamina pirofosfato (LTPP). Dá-se a descarboxilação do piruvato 
pela remoção do CO2 e formação do 2-(1-hidroxietil) tiamina pirofosfato (HETPP), seguido da 
sua activação para a forma de carbanião. Por fim a acetilação e redução da lipolisina-E2 a acil-
lipolisina-E2, havendo um estado de transição (TATPP) antes da transferência do protão. Este 
passo completa o ciclo de reacções enzimáticas do E1.[20] 
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Os dois centros activos da proteína E1 apresentam uma capacidade catalítica igual, mas uma 
diferente afinidade para o TPP. Pensa-se que estes dois centros catalíticos actuam através de 
um mecanismo de flip-flop, interagindo um com o outro durante a catálise. Os dois ciclos 
catalíticos estarão em diferentes fases do ciclo, ocorrendo a descarboxilação do piruvato num 
dos ciclos (TPP  LTPP  HETPP) e a acetilação redutora da lipolisina-E2 no outro ciclo (HETPP 
 TATPP  TPP) (Figura I.11). [20] 
 
 
Figura I.11 – Modelo de flip-flop para a catálise do enzima E1. Cada um dos quatro quadrantes 
representa os dois centros activos com dois conjuntos de três resíduos de aminoácidos – E59 (violeta), 
G136 (laranja), V138 (azul) - que formam pontes de hidrogénio com o anel pirimidínico dos cofactores e 
dois pares de hélices-α - A140-N155 nos domínios PP e PP’ e E59-A72 nos domínios PYR e PYR’ - que 
fornecem uma forte interacção hidrofóbica entre o heterodímero αβ e o heterodímero simétrico α’β’. 
Todos estes elementos são necessários para o processo catalítico mediado pelo E1. Os cofactores são 
representados nos seus quatro estados () - (1) TPP; (2) LTPP; (3) HETPP e; (4) TATPP - ligados por setas 
rosa num dos centros activos e com os números em círculos () ligados por setas verdes no segundo 
centro activo. Os dois centros activos não são equivalentes pois os dois ciclos simultâneos da reacção 
enzimática estão em diferentes fases da descarbolixação do piruvato. As setas a preto indicam o 
movimento de um heterodímero enquanto o outro permanece estacionário. Este movimento num dos 
heterodímeros faz com que o segundo centro activo fique disponível para a entrada do cofactor, 
havendo assim uma coordenação dos dois centros catalíticos apesar de independentes [Retirado de 
20
]. 
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Como já referido anteriormente, a regulação do PDHc é efectuada por 
fosforilação/desfosforilação de três resíduos de serina na subunidade E1α (S264, S271 e S203). 
Estruturas cristalográficas, obtidas por Ciszak e colaboradores em 2003 [20], permitiram 
demonstrar que os locais de fosforilação 1 e 2 (S264 e S271, respectivamente) estavam 
localizados no designado loop de fosforilação A (Ph-loop A), constituído por resíduos de 
aminoácidos conservados e que precede a hélice α (T274-S285) (Figura I.12). Esta estrutura 
forma uma parede do centro catalítico de E1 e ajuda na ancoragem do TPP ao mesmo. Na 
estrutura do Ph-loop A as cadeias laterais dos resíduos de R259 e H263 servem como âncoras 
na ligação do TPP de forma indirecta através da formação de pontes de hidrogénio com uma 
molécula de água que também se liga ao grupo pirofosfato.[24] 
 O terceiro local de fosforilação (S203) está localizado num pequeno loop (Ph-loop B; resíduos 
Y198-E205) adjacente ao Ph-loop A, e encontra-se também envolvido na coordenação do ião 
Mg2+ (Figura I.12). A fosforilação de qualquer uma das serinas referidas provoca a inactivação 
de E1, mas o local 1 (S264) é mais rapidamente fosforilado, enquanto o local 3 (S203) é o mais 
demorado.[24] 
 
Figura I.12 – Interacções entre os dois loops de fosforilação (Ph-loop A e Ph-loop B) do componente E1.  
O Ph-loop A está representado a cor-de-laranja e o Ph-loop B está representado a amarelo, estando 
ambos na forma não fosforilada. São ainda representados os três locais de fosforilação (S264, S271 e 
S203), o átomo de manganês (cor-de-rosa) e as moléculas de água (vermelho). As pontes de hidrogénio 
são representadas a cinzento.[Retirado de 
24
] 
 
Na ausência de TPP os Ph-loops assumem uma conformação desordenada. Após ligação do 
cofactor aqueles voltam a ficar na sua forma ordenada resultado das interacções que se 
estabelecem entre o TPP e os resíduos R259 e H263 no Ph-loop A, pela coordenação do Y198 
no Ph-loop B na ligação ao Mg2+ e ainda as pontes de hidrogénio entre as S264 e S166 do Ph-
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loop A e a Y33 da subunidade β’. Com estas conformações Ph-loop correctas o enzima E1 fica 
apto a desempenhar as suas funções catalíticas (Figura I.13.A).[24] 
Quando o Ph-loop A está desordenado a S264 fica pronta a ser fosforilada pela PDK. Ao ser 
fosforilada o volumoso grupo fosforil vai provocar um impedimento estérico na cadeia lateral 
da S266. Este impedimento estérico não só elimina as pontes de hidrogénio que envolvem o 
resíduo de serina como também destabiliza a conformação local do Ph-loop A. Estes eventos 
negativos fazem com que, mesmo na presença de TPP, não seja possível voltar à conformação 
ordenada do Ph-loop A, ficando este na sua forma desordenada. Como o Ph-loop B interage 
fortemente com o Ph-loop A, este também vai ficar numa forma desordenada. Esta sinergia no 
desordenamento dos Ph-loops diminui a afinidade de E1 para o TPP (Figura I.13.B).[24] 
 
 
Figura I.13 – Mecanismo de inactivação do enzima E1 por fosforilação do resíduo S263 da subunidade α 
(local 1).  
A. Esquema da reacção do E1 não fosforilado: o centro activo de E1 é formado pelas porções da 
subunidade α (verde) e da subunidade β’ (azul); a seta vermelha indica a entrada do substrato piruvato 
no centro activo; os Ph-loops A (cor-de-laranja) e B (amarelo) estão inicialmente desordenados 
(representados por linhas tracejadas) mas quando é adicionado o cofactor TPP (ThDP) estes ficam na sua 
forma ordenada (representados por linhas contínuas). Os locais de fosforilação estão representados por 
números em círculos amarelos ou cor-de-laranja consoante o Ph-loop em que estão inseridos. As 
moléculas de água estão representadas como pontos vermelhos e as ligações de hidrogénio por linhas 
cinzentas tracejadas. Estes Ph-loops ordenados medeiam a activação do E1, dando-se assim a 
descarboxilação do piruvato e a acetilação redutora da lipolisina-E2 (Lip-LBD).  
B. Mecanismo de inactivação do E1 fosforilado: quando o Ph-loop A está desordenado a S263 é 
fosforilada pela PDK; há impedimento estérico entre o grupo fosforil e a S266 adjacente que impede a 
reordenação dos loops; na ausência de Ph-loops ordenados o TPP não se consegue ligar ao centro 
activo, ficando assim o enzima E1 na sua forma inactiva [Retirado de 
24
]. 
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II. Objectivos 
O grupo de Metabolismos e Genética do iMed.UL é responsável pelo estudo bioquímico e 
molecular, em Portugal, da deficiência no complexo do piruvato desidrogenase, o qual é 
efectuado em todos os indivíduos que apresentem um fenótipo clínico sugestivo de uma 
deficiência no PDHc. De entre os casos estudados, foi detectado um doente com uma 
actividade diminuída do PDHc e ausência da subunidade E1α, compatível com a identificação 
de uma mutação do tipo missense no gene PDHA1 (c.757A>G), resultando na substituição de 
uma arginina por uma glicina na posição 224 da proteína madura (R224G). No entanto, após 
administração de Asparten® (aspartato de arginina) foi observada uma reversão do quadro 
clínico acompanhado laboratorialmente por uma normalização da actividade do PDHc e da 
produção de E1α (análise por Western-blotting)[25]. 
Deste modo, este trabalho tem como principal objectivo identificar o mecanismo molecular 
subjacente ao fenómeno observado contribuindo assim para o esclarecimento do eventual 
papel do Asparten na reversão do fenótipo clínico e bioquímico na deficiência em piruvato 
desidrogenase. Com esta finalidade, o trabalho experimental englobou os seguintes pontos: 
I. Construção de um vector de expressão bicistrónico para co-produção das proteínas 
recombinantes hE1α e hE1β; 
II. Optimização do método de co-expressão e purificação da proteína hE1 selvagem (6xHis-
hE1αwt/hE1βwt) e mutante (6xHis-hE1αR224G/hE1βwt); 
III. Optimização do método de determinação da actividade enzimática da proteína hE1; 
IV. Caracterização da proteína 6xHis-hE1αR224G/hE1βwt produzida na ausência e presença de 
chaperones químicos (arginina, aspartato e aspartato/arginina). 
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III. Materiais e Métodos 
1. Construção do vector bicistrónico pET-28b-hPDHE1αβ 
Para expressão da proteína E1 humana e das suas subunidades individuais α e β foi utilizado o 
vector pET-28b(+), desenhado para a síntese de proteínas (Figura VII.1, em Anexo). Este vector 
apresenta a montante do local de clonagem múltipla (multiple cloning site, MCS): (1) o 
promotor T7 reconhecido pela RNA polimerase do fago 7 de E. coli; (2) uma sequência de seis 
codões CAT, que codificam para uma pequena sequência peptídica de 6 resíduos de histidina 
(6xHis Tag) que possui afinidade para metais; (3) a sequência de reconhecimento de ligação ao 
ribossoma (RBS) e; (4) o codão de iniciação da tradução ATG. Este vector é ainda constituído 
pelo terminador T7, a jusante do cDNA que irá ser clonado, a sequência do gene LacI que 
assegura uma eficiente repressão do promotor pelo repressor lac, a origem de replicação 
pBR322 e f1, e ainda o gene de resistência à canamicina (Kan) que permite a selecção deste 
vector utilizando meios de cultura apropriados. 
As proteínas recombinantes produzidas através deste sistema apresentam uma sequência 
hexa-histidil, a N-terminal, que permite a purificação da proteína por cromatografia de 
afinidade com iões metálicos (Immobilised Metal Affinity Chromatography; IMAC). 
Os cDNAs selvagens hE1α-wt e hE1β-wt foram generosamente cedidos pelo Prof. Mulchand 
Patel, do departamento de Bioquímica da State University of New York at Buffalo, e 
encontravam-se clonados no vector de expressão pET-28b (pET-28b-hE1α-wt e pET-28b-hE1β-
wt) nos locais de restrição dos enzimas NheI /EcoRI e NcoI /XhoI, respectivamente (Figura III.1). 
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Figura III.1 – Vector de expressão pET-28b com o cDNA hE1α-wt subclonado nos locais de restrição dos 
enzimas NheI e EcoRI (A) e o cDNA hE1β-wt subclonado nos locais de restrição dos enzimas NcoI e XhoI 
(B). As imagens foram preparadas com recurso ao software PlasMapper. 
 
 
O vector pET-28b-hE1β-wt foi submetido a duas reacções de mutagénese dirigida: uma para 
eliminar uma guanina no local de restrição NcoI do construct, a qual se situava após o codão de 
iniciação ATG, provocando uma alteração no quadro de leitura (frameshift) que dava origem a 
uma proteína truncada de 7 aminoácidos; a outra reacção de mutagénese dirigida serviu para 
introduzir um local de restrição para o enzima SalI, para posteriormente ser possível a ligação 
dos vectores pET-28b-hE1α-wt e pET-28b-hE1β-wt através dos locais de restrição PvuI e SalI. 
A reacção de mutagénese dirigida foi efectuada utilizando o sistema NZYMutagenesis kit 
(NZYTech®). Este sistema, baseado na técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR), tem a 
vantagem de permitir realizar mutações específicas em plasmídeos de cadeia dupla, 
suprimindo a necessidade de efectuar subclonagens para obter DNA em cadeia simples. O DNA 
plasmídico utilizado como molde deverá ser isolado a partir de uma estirpe dam+ de E. coli, 
sendo amplificado por PCR utilizando oligonucleótidos iniciadores (primers) contendo a 
mutação a introduzir, e uma polimerase que apresente um baixo nível de inserção de erros 
durante a reacção de amplificação. O produto amplificado é posteriormente digerido com o 
enzima DpnI, que apenas hidrolisa o DNA metilado e hemi-metilado (que só se encontra nas 
cadeias de DNA parental), o que permite seleccionar apenas o DNA resultante da reacção de 
PCR e que apresenta a alteração pretendida. 
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Os primers foram desenhados de acordo com os parâmetros óptimos de tamanho, 
estabilidade de ligação nos terminais 5’ e 3’ (conteúdo em citosinas (C) e guaninas (G); GC) e 
temperatura de fusão (Tm). Assim, estes deverão hibridar na mesma sequência (em cadeias 
opostas), serem constituídos por 25 a 45 bases, apresentarem um Tm igual ou superior a 78°C e 
possuírem, nas suas extremidades, um conteúdo em GC de cerca de 40%. 
A reacção de mutagénese dirigida foi efectuada num volume final de 50 µL contendo 25 ng do 
construct pET-28b-hE1β-wt, 125 ng dos primers SalI-F/SalI-R ou NcoI-F/NcoI-R (Tabela III.1), 40 
µM de dNTPs e 2,5 U de enzima NZYDNA polimerase (NZYTech).  
 
 
Tabela III.1 – Oligonucleótidos utilizados nas reacções de mutagénese dirigida. 
Primers Sequência DNA alvo Objectivo 
SalI-F 
ATCTTCCCCATCGGTGATGTCGACGATATAGGCG
CCAGCAACCGCACCTG 
pET-28b-hE1β-wt 
Introdução local restrição 
SalI (p.941G>A) SalI-R 
GTCCACGCCAACGACCGCGGATATAGCAGCTGT
AGTGGCTACCCCTTCTA 
NcoI-F GAT TAT ACC _ CTG CAG GTG ACA AGT TCG 
pET-28b-hE1β-wt 
Remoção do local restrição 
NcoI (c.4del) NcoI-R CTA ATA TGG _ GAC GTC CAC TGT TGA AGC 
R224G-F 
GCGATTTCATTCCTGGGCTGGGAGTGGATGGAA
TGG pET-28b-hE1α-wt/ 
E1β-wt 
Introdução da mutação 
c.757A>G R224G-R 
CCATTCCATCCACTCCCAGCCCAGGAATGAAATC
GC 
Nota: As bases mutagenizadas encontram-se sublinhadas. 
 
O DNA foi amplificado no termociclador PCR-Express (Hybaid®), utilizando o programa #1 
indicado na Tabela III.2, o qual foi desenvolvido considerando o Tm dos primers utilizados, o 
tamanho dos fragmentos de DNA a amplificar e o tipo de mutação a introduzir. 
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Tabela III.2 – Programas de PCR utilizados na técnica de mutagénese dirigida. 
Programa 
Condições PCR 
Nº Ciclos 
Temperatura 
(°C) 
Tempo 
#1 
1 95 30 seg 
18 
95 30 seg 
60 1 min 
68 14 min 
1 68 10 min 
#2 
1 95 1 min 
18 
95 50 seg 
60 50 seg 
68 16 min 
1 68 7 min 
 
 
Após a amplificação, o produto de PCR obtido foi digerido com 10 U do enzima DpnI 
(NZYTech®), durante 1 hora a 37°C. Depois da digestão procedeu-se à transformação de 100 µL 
de células de E. coli NZYStar supercompetentes (endA1 hsdR17(rk-, mk+) supE44 thi -1 recA1 
gyrA96 relA1 lac[F’ proA+B+ lacIqZΔM15 :Tn10(TcR)]) (NZYTech) com uma alíquota de 5 µL do 
produto anterior. A transformação foi efectuada de acordo com o protocolo descrito pelo 
fabricante. As células de E. coli foram plaqueadas numa caixa de meio LB sólido (LB, agar 1,5%) 
contendo Kan, numa concentração de 50 µg/mL (LB/Kan), a qual foi incubada durante a noite 
(ON) a 37°C. 
Para obtenção dos constructs mutagenizados a partir dos transformantes fez-se uma mini-prep 
utilizando o sistema da Qiagen® (QIAprep Spin Miniprep Kit), procedendo-se de acordo com o 
protocolo descrito pelo fabricante. O DNA obtido foi analisado por separação electroforética 
em gel de agarose SeaKem® LE (Lonza®) a 1% em tampão TBE (Tris 89 mM; Ácido Bórico 89 
mM; EDTA 2 mM) e quantificado por leitura da sua absorvência a 280 nm (NanoDrop® 
spectrophotometer, ND-1000). Foi assim obtido o construct pET-28b-hE1β[-NcoI/+SalI]. 
Para confirmar a correcta introdução das mutações, o DNA obtido foi digerido com os enzimas 
de restrição NcoI e SalI (New England Biolabs®) separadamente, ON a 37°C, sendo de seguida 
analisado por separação electroforética em gel de agarose a 1% em tampão TBE. De entre os 
DNAs que apresentavam a mutação pretendida, foi seleccionado apenas um, que foi 
sequenciado na totalidade (Stab Vida®), utilizando os primers UP7, pRSET e E1β-A2 (Tabela 
III.3).  
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De forma a obter o vector de expressão bicistrónico pET-28b-hE1α-wt/E1β-wt os constructs 
pET-28b-hE1α-wt e pET-28b-hE1β[-NcoI/+SalI], foram digeridos com os enzimas de restrição 
PvuI e SalI, a 37°C ON. Ao DNA obtido nesta reacção de hidrólise enzimática foi adicionada 
solução de deposição (50% sacarose; 0,1% azul bromofenol e 0,1% xileno cianol em 50 mM 
EDTA pH 8.0) e foi aplicado num gel de agarose de low-melting SeaPlaque® LE 1,5% (Lonza®), 
procedendo-se à electroforese. As bandas correspondentes ao fragmento de 5290 bp do 
vector pET-28b-hE1α-wt e ao fragmento de 2269 bp do vector pET-28b-hE1β[-NcoI/+SalI] 
foram excisados do gel de low-melting utilizando uma lâmpada de UV (com comprimento de 
onda longo). O DNA foi obtido através da utilização do sistema QIAquick® gel extraction kit 
(Qiagen®). Estes DNAs (33,2 fmol fragmento com cDNAα e 32,5 fmol do fragmento com 
cDNAβ) depois de extraídos foram sujeitos a uma reacção de ligação através da utilização do 
enzima T4 DNA ligase (New England Biolabs®) a 4°C ON, obtendo-se assim o vector de 
expressão bicistrónico pET-28b-hE1α-wt/E1β-wt (Figura III.2). 
 
 
Figura III.2 – Esquema representativo da construção do vector de expressão bicistrónico pET-28b-hE1α-
wt/E1β-wt.  
Os vectores pET-28b-hE1α-wt e pET-28b-hE1β[-NcoI/+SalI] foram digeridos com os enzimas de restrição 
PvuI e SalI. Os fragmentos que continham o cDNAα e o cDNAβ foram ligados, obtendo-se assim o vector 
com os dois cDNAs. As imagens foram preparadas com recurso ao software PlasMapper. 
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Com o DNA obtido foi feita uma nova transformação, desta vez utilizando células de E. coli 
BL21(DE3) (F¯ ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) λ(DE3 [lacI lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]) 
(NZYTech®). Dos transformantes foi obtido DNA, o qual foi rastreado para a verificação da 
correcta reacção de ligação por digestão com o enzima de restrição EcoRV (New England 
Biolabs®). Depois de verificada a obtenção do construct correcto preparou-se o DNA utilizando 
o sistema de midi-prep QIAGEN® Plasmid Purification da Qiagen®. Os cDNAs hE1α-wt e hE1β[-
NcoI/+SalI], presentes no construct pET-28b-hE1α-wt/hE1β-wt, foram sequenciados na 
totalidade utilizando os primers E1β-A2, PDH31 e PDH34, apresentados na Tabela III.3. 
 
 
Tabela III.3 – Oligonucleótidos utilizados nas reacções de sequenciação. 
Primers Sequência Localização (nt) 
UP T7 5’ TAATACGACTCACTATAGGG 3’ 370-389
1
 
pRSET 5’ TAGTTATTGCTCAGCGGTGG 3’ 70-90
1
 
E1β-A2 5’ CTGCACCTACAGCAATTCCA 3’ 189-208
2
 
PDH31 5’ AGGATATCCATTCCATCCAC 3’ 673-692
3
 
PDH34 5’ AGAACTTCTACGGGGGCAATGG 3’ 386-407
3
 
Nota: 
1 
Sequência do vector; 
2 
Sequência do cDNA hE1β (maduro); 
3 
Sequência do cDNA 
hE1α (maduro). 
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2. Introdução da mutação c.757A>G do cDNAα no vector pET-28b-
PDHE1αβ 
Para estudar a mutação c.757A>G no cDNAα esta foi introduzida no vector de expressão por 
uma reacção de mutagénese dirigida. Como o vector de expressão bicistrónico é constituído 
por um elevado número de bases (7578 bp) foi utilizado o sistema QuickChange® II XL Site-
Directed Mutagenesis Kit (Stratagene®) que foi desenvolvido para ser utilizado com DNAs alvo 
de elevada massa molecular. 
A reacção de PCR, utilizada para a introdução da mutação pretendida, foi realizada de acordo 
com as instruções do fabricante utilizando 8 ng do construct (pET-28b-hE1α-wt/E1β-wt), 125 
ng dos primers R224G-F e R224G-R (Tabela III.1), dNTPs; 2,5 U enzima PfuUltra HF DNA 
polimerase, num volume final de 50 µL. O DNA foi amplificado no termociclador PCR-Express 
(Hybaid®), utilizando o programa #2 indicado na Tabela III.2. 
Após a amplificação, o produto de PCR obtido foi digerido com 10 U do enzima DpnI 
(Stratagene), durante 1 hora a 37°C. Depois da digestão procedeu-se à transformação de 45 µL 
de células de E. coli ultracompetentes XL10-Gold (Stratagene) (TetR Δ(mcrA)183 Δ(mcrCB-
hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac Hte [F’ proAB lacIqZΔM15 Tn10 
(TetR) Amy CamR]) com 2 µL do produto anterior.  
As células de E. coli ultracompetentes foram plaqueadas numa caixa de meio LB/Kan, a qual foi 
incubada ON a 37°C. 
 
Para obtenção dos constructs mutagenizados a partir dos transformantes fez-se uma mini-prep 
(sistema Qiagen® QIAprep Spin Miniprep Kit), procedendo-se de acordo com o protocolo 
descrito pelo fabricante. Para confirmação preliminar da correcta introdução da mutação, o 
DNA mutante (pET-28b-hE1α-R224G/E1β-wt) foi digerido com o enzima de restrição DdeI (New 
England Biolabs®) a 37°C, ON. O DNA obtido foi analisado por separação electroforética em gel 
de agarose SeaKem® LE (Lonza®) a 1% em tampão TBE. Depois de verificada a correcta 
introdução da mutação preparou-se o DNA utilizando o kit de midi-prep QIAGEN® Plasmid 
Purification (Qiagen®) e quantificou-se por leitura da sua absorvência a 280 nm (NanoDrop® 
spectrophotometer, ND-1000). 
 
Formas wt e mutante da hE1: efeito de chaperones químicos 
30 
O cDNA mutagenizado foi sequenciado de modo a ser confirmada a introdução da mutação 
pretendida e a ausência de alterações adicionais, utilizando os primers de sequenciação PDH31 
e PDH34 descritos na Tabela III.3. 
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3. Expressão da proteína recombinante 6xHis-hE1αwt/hE1βwt 
A expressão proteica da 6xHis-hE1αwt/hE1βwt foi realizada em células de E. coli BL21(DE3), as 
quais deverão ser utilizadas para expressão a partir de vectores com um promotor T7, que fica 
reprimido até à indução da T7 RNA polimerase no promotor lac com isopropil-β-D-
tiogalactosidase (IPTG). 
Assim, inicialmente 100 µL de células BL21(DE3) competentes foram transformadas pelo 
método de choque térmico com 10 ng de DNA. Deste modo, após agitação suave procedeu-se 
à incubação desta mistura a 4°C, durante 30 minutos. Posteriormente, as células foram 
incubadas durante 90 segundos, a 42°C (choque térmico). Findo este tempo adicionou-se 900 
µL de meio LB líquido suplementado com 20 mM de glucose. Após 1 hora de incubação a 37°C, 
com agitação suave, a suspensão celular foi centrifugada a 300xg, durante 4 minutos, à 
temperatura ambiente, tendo sido desprezado 900 µL do sobrenadante obtido. O sedimento 
celular foi ressuspenso no volume restante (≈ 100 μL), tendo sido utilizado para plaquear 
caixas de Petri com meio sólido LB/Kan, as quais foram incubadas durante a noite, a 37°C. 
Das placas, contendo os transformantes, foi seleccionada uma colónia bem isolada para 
inocular meio líquido LB/Kan (5 mL). Após incubação a 37°C ON, com agitação permanente, a 
suspensão celular obtida foi diluída a 1/100 em meio líquido LB/Kan tendo-se procedido a uma 
nova incubação, a 37°C, com agitação constante, até que as células atingissem a fase 
exponencial de crescimento (Abs600nm ≥  0,6). A sobre-expressão da proteína E1 em estudo foi 
então induzida através da adição de 1 mM IPTG (NZYTech). Simultaneamente foi adicionada a 
vitamina B1 (100 µg/mL), a qual é o percursora do TPP, cofactor do enzima E1. Após incubação, 
durante 4 horas, a 37°C, com agitação constante, foi obtido o sedimento celular por 
centrifugação a 3220xg, em rotor basculante, durante 10 minutos, a 4°C. Este sedimento 
bacteriano foi armazenado a –20ºC, por períodos nunca superiores a 1 mês, até posterior 
utilização. 
Para estudar o possível efeito do Asparten® (aspartato de arginina) como chaperone químico 
foram feitas induções da expressão da proteína recombinante mutante hE1α-R224G/E1β-wt 
na presença de diferentes concentrações de arginina e de aspartato. 
Foram preparadas soluções de arginina (AppliChem®) e de aspartato (Merk), numa 
concentração de 1 M, em água Milli-Q, tendo sido posteriormente esterilizadas por filtração 
em membranas de 0,2 µm (Pall) e armazenadas à temperatura ambiente. Deste modo, foram 
Formas wt e mutante da hE1: efeito de chaperones químicos 
32 
testadas várias concentrações de arginina e de aspartato: 5, 25, 50 e 100 mM; e também de 
arginina em conjunto com o aspartato: 5, 25 e 50 mM. 
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4. Purificação da proteína recombinante 6xHis-hE1αwt/hE1βwt 
Para purificação das proteínas expressas, o sedimento celular foi ressuspenso em tampão de 
lise (tampão de fosfato de potássio 50 mM / KCl 300 mM, pH 7,5; glicerol 10%) contendo 1 
mM de fenilmetanosulfonil fluoreto (PMSF; Sigma) e 1 mg/mL de lisozima (Eurobio) na 
proporção de 1 L cultura/10 mL de tampão de lise. Após incubação, durante 30 minutos, a 4°C, 
as células foram lisadas num sonicador Vibra Cell (Sonics Materials), através da aplicação de 3 
ciclos (duty free cycle de 50%) de 60 segundos. Entre cada ciclo o lisado celular foi mantido a 
4°C, durante 30 segundos, para permitir o arrefecimento da amostra. A suspensão obtida foi 
centrifugada a 10.000xg, durante 40 minutos, a 4°C, para separar os resíduos membranares da 
fracção citoplasmática solúvel. Ao sobrenadante obtido (fracção solúvel) foi adicionado 
imidazol e β-mercaptoetanol numa concentração final de 10 mM.  
Como referido anteriormente, as proteínas expressas foram purificadas por IMAC. Neste 
trabalho usou-se a resina Ni-NTA (Qiagen®) na proporção de 10 mL de lisado/500 µL de resina. 
Antes da sua utilização a resina foi preparada através de três lavagens sucessivas com 1 
volume de água Milli-Q e 2 lavagens com o mesmo volume de tampão de lise, contendo 10 
mM de imidazol. Entre cada lavagem a resina foi centrifugada a 360xg, durante 2 minutos, 
rejeitando-se o sobrenadante.  
A fracção proteica solúvel obtida foi então colocada em contacto com a resina durante 1 hora, 
a 4°C, com agitação constante. A suspensão foi posteriormente introduzida em colunas cónicas 
de polipropileno (0,8 x 4 cm), com 9 cm de altura (poly-prep; Biorad) e a solução de passagem 
(flow-trough; FT) recolhida. O processo de purificação foi efectuado a 4°C, sendo utilizado um 
gradiente de imdidazol para eliminação de proteínas contaminantes. Inicialmente este passo 
incluiu a passagem de sequencial de: 1 volume de tampão de lise contendo 20 mM de imidazol 
e 10% de glicerol; 1 volume tampão de lise contendo 50 mM de imidazol e 10% de glicerol; 5x1 
mL de tampão de lise contendo 75 mM de imidazol e 10% de glicerol. A eluição da 6xHis-
hE1αwt/hE1βwt foi efectuada por adição de tampão de lise contendo 500 mM de imidazol e 
10% glicerol (duas fracções de 1 mL). 
Os eluídos recolhidos foram dialisados durante a noite, a 4°C, em tampão de diálise (tampão 
de fosfato de potássio 50 mM, pH 7,0; KCl 300 mM; DTT 0,5 mM), utilizando uma membrana 
com um Molecular Weight Cut-Off  (MWCO) de 12-14.000 Da (Spectra/Por®4). As proteínas 
foram sempre utilizadas no dia posterior à sua purificação, logo após a diálise, tendo sido 
sempre mantidas a 4°C. 
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Para quantificação das proteínas recombinantes recorreu-se ao método colorimétrico de 
Bradford (Bradford MM, 1976) utilizando o reagente Bio-Rad protein assay (Bio-Rad®). A curva 
de calibração foi construída utilizando albumina sérica bovina (BSA) nas concentrações de 1, 2, 
4, 8 e 10 μg/mL. As leituras de absorvência foram efectuadas a 595 nm num 
espectrofotómetro Hitachi (modelo U-2000), tendo os ensaios sido efectuados em triplicado. 
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5. Caracterização das proteínas recombinantes 
A caracterização das proteínas recombinantes produzidas foi realizada por diferentes métodos 
(avaliação do grau de pureza, determinação do perfil de oligomerização e análise por Western 
Blotting), os quais se encontram descritos de seguida. 
 
5.1. Avaliação do grau de pureza 
A determinação do grau de pureza, bem como a massa molecular das proteínas recombinantes 
produzidas, foi avaliada por electroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS/PAGE) 
segundo a técnica de Laemmli (Laemmli UK, 1970). 
A separação das amostras foi realizada num sistema de electroforese mini-vertical Hoefer 
SE245 (GE Healthcare) utilizando géis com as dimensões de 80x60x1mm e um sistema 
descontínuo de tampões Tris-Glicina, o mais adequado para separação de proteínas com 
massas moleculares superiores a 20 kDa. Este sistema é constituído por três tampões 
diferentes, nomeadamente um tampão de concentração (Tris-HCl 0,125 mM, pH 6,8; SDS 
0,1%), um tampão de separação (Tris-HCl 0,375 mM, pH 8,8; SDS 0,1 %) e um tampão de 
electroforese (Tris base 3 g/L; glicina 14,4 g/L; SDS 1 g/L; pH 8,3). Os géis de separação e 
concentração foram preparados nas concentrações de acrilamida/bisacrilamida (30% T e 
2,67% C) de 10% e 2% respectivamente.  
As amostras em estudo foram aplicadas num volume final de 20 μL, tendo sido diluídas em 
tampão de deposição 5 vezes concentrado constituído por Tris-HCl 0,24 M pH 6,8; glicerol 
40%; SDS 8%; azul de bromofenol 0,02% e β-mercaptoetanol 25% (adicionado apenas antes da 
desnaturação). Antes da aplicação as amostras foram desnaturadas durante 5 minutos, num 
banho de água fervente. 
A separação electroforética foi efectuada através da aplicação de uma corrente contínua de 20 
mA durante a entrada das amostras no gel de concentração, tendo a intensidade de corrente 
sido aumentada para 40 mA, para separação proteica. Durante a corrida o sistema foi 
arrefecido com um caudal contínuo de água fria.  
As proteínas separadas no gel foram visualizadas por coloração com azul brilhante de 
Comassie R250 (Azul Comassie R-250 0,1 %; metanol 27%; ácido acético 18%) e diferenciadas 
com uma solução contendo 30% metanol e 10% ácido acético. A massa molecular aproximada 
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das proteínas em estudo foi determinada por comparação com o perfil electroforético do 
marcador de massas moleculares NZYColour Protein Marker (NZYTech), constituído por uma 
mistura de proteínas contendo as seguintes massas moleculares (kDa): 9, 12, 19, 27, 41, 54, 78, 
123 e 188.  
A análise densitométrica do grau de pureza de cada amostra aplicada no gel de poliacrilamida 
foi realizada por recurso ao software ImageJ (Image processing and analysis in Java). 
 
5.2. Determinação do perfil de oligomerização 
A determinação da composição oligomérica das proteínas recombinantes foi efectuada por 
electroforese de gel nativo com gradiente de poliacrilamida 4-15% (Bio-Rad Tris-HCl 4-15% 
precast linear gradient polyacrilamide gel). A separação electroforética, a visualização das 
proteínas e a sua diferenciação foram efectuadas de forma semelhante ao descrito na alínea 
5.1. Foi utilizado o marcador nativo de massas moleculares constituído por: tiroglobina (669 
kDa), ferritina (440 kDa), catalase (232 kDa) e lactato desidrogenase (140 kDa) (Amersham 
High Molecular Weight Calibration Kit for Native Electrophoresis; Amersham®) 
 
5.3. Análise por Western Blotting 
Para execução da técnica de Western blott, após separação electroforética, as proteínas foram 
transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Supported nitrocellulose de 0.45 µm, da 
Bio-Rad) no sistema líquido Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad®). A transferência foi efectuada na 
presença do tampão Towbin (25 mM Tris, 192 mM glicina, 20% metanol pH 8,3)[26], durante 45 
minutos, tendo sido aplicada uma corrente de 240 mA com uma voltagem nunca superior a 
100 V, de acordo com o recomendado pelo fabricante. 
Após efectuada a transferência, procedeu-se à lavagem da membrana em tampão PBS (137 
mM NaCl, 27 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4) e posteriormente utilizou-se o 
sistema SNAP i.d.TM Protein Detection System (Millipore) para bloqueamento da membrana e 
incubação da mesma com os anticorpos primário e secundário, de acordo com o protocolo 
descrito pelo fabricante. Para imunodetecção da subunidade E1α foi utilizado o anticorpo 
primário monoclonal de rato PDH subunit E1alfa (Mitosciences®) numa diluição de 1:300. Para 
a identificação da subunidade E1β foi utilizado o anticorpo primário monoclonal de rato E1β 
subunit (AbCam®) numa diluição de 1:100. Como anticorpo secundário foi utilizado o anti-
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mouse IgG (H+L), conjugado com o enzima horseradish peroxidase (HRP) (diluição 1:500), 
proveniente da JIR. A presença do HRP permite a visualização das proteínas marcadas através 
da utilização de um sistema contendo luminol (20xLumiGlo® reagent and 20xPeroxide, Cell 
Signaling), que ao ligar-se ao anticorpo secundário emite luz. Assim, a membrana foi incubada 
5 minutos, na ausência de luz, numa solução contendo 50 µL de solução de luminol, 50 µL de 
solução de peróxido e 900 µL de água, sendo o sinal emitido pela membrana detectado por 
quimioluminescência no sistema Chemidoc XRS (Bio-Rad) num tempo médio de 10 minutos (15 
segundos a 15 minutos).  
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6. Actividade Enzimática 
Após purificação das proteínas recombinantes, as suas actividades enzimáticas específicas 
foram determinadas pelo método colorimétrico de redução do 2,6-diclofenolindofenol 
(DCPIP), de acordo com o descrito por Korotchkina e colaboradores [27]. Neste método foi 
medida a velocidade de redução do DCPIP pelo componente E1, utilizando o piruvato como 
substrato. Num primeiro passo, a proteína recombinante (20 - 50 µg) foi incubada durante 10 
minutos a 30°C ao abrigo da luz, na presença de tampão fosfato de potássio (100 mM) pH 7,0, 
dos cofactores MgCl2 (2 mM) e TPP (200 µM) e do potenciador de transferências de electrões 
metosulfato de fenazina (PMS; 1,5 mM). Esta incubação deverá ser efectuada na ausência de 
luz uma vez que o TPP e o PMS são fotossensíveis. Findo o tempo de incubação, foi adicionado 
o aceitador de electrões DCPIP (48 µM) e após agitação a mistura foi colocada na tina do 
espectrofotómetro. Já com a mistura reaccional preparada, foi iniciada a reacção enzimática 
através da adição do substrato enzimático, o piruvato (2 mM). A redução do DCPIP foi seguida 
espectrofotométricamente, durante 2 minutos, a um comprimento de onda de 600 nm 
(espectrofotómetro Hitachi (modelo U-2000)). Durante a reacção de descarboxilação do 
piruvato a acetil-CoA são produzidos electrões, os quais vão reduzir o DCPIP fazendo com que 
este perca a sua coloração azul forte e se torne incolor. A concentração de DCPIP reduzido foi 
calculada pela variação de absorvência, utilizando o coeficiente de absortividade molar para o 
DCPIP ε600 = 2,2x10
3 M-1 cm-1, o qual é equivalente à quantidade de piruvato consumido.  
Deste modo, a actividade específica da proteína E1α/β foi expressa em mU mg-1, sendo que 
uma unidade (U) é equivalente à quantidade de enzima que catalisa a formação de 1 µmol de 
produto por minuto. Foram sempre efectuados, pelos menos, três ensaios independente, cada 
um deles em triplicado. 
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IV. Resultados e Discussão 
1. Construção dos vectores bicistrónicos pET-28b-hE1αwt/hE1βwt e pET-
28b- hE1αR224G/hE1βwt 
1.1. Construção do vector bicistrónico pET-28b-hE1αwt/hE1βwt 
O vector pET-28b-hE1β foi submetido a duas reacções de mutagénese dirigida: uma para 
introduzir um local de restrição para o enzima SalI na sequência do vector (v.941G>A), para 
posteriormente ser possível a ligação do cDNA E1β-wt  no construct de expressão pET-28b-
hE1α-wt (através dos locais de restrição PvuI e SalI); e outra para eliminar uma guanina no 
local de restrição para o enzima NcoI no cDNA E1β-wt (c.4del), a qual se situava após o codão 
de iniciação ATG, o que provocava um frameshift na leitura da sequência do cDNA E1β-wt, 
dando origem a uma proteína truncada. 
A correcta introdução das mutações v.941G>A (no vector de expressão) e c.4del (no cDNA E1β-
wt) foi confirmada por digestão dos produtos das reacções de mutagénese dirigida com os 
enzimas de restrição SalI e NcoI. O local de restrição para o enzima SalI no vector pET-28b-
hE1β-wt foi correctamente introduzido uma vez que a digestão daquele DNA com o enzima de 
restrição SalI (5’-GTCGAC-3’) lineariza o construct, sendo visível apenas uma banda de 6226 
bp, tal como seria esperado (Figura IV.1.A). A mutação c.4del também foi correctamente 
introduzida uma vez que o construct não é hidrolisado pelo enzima NcoI (Figura IV.1.B). 
 
Figura IV.1 – Análise electroforética para controlo das reacções de mutagénese dirigida do vector pET-
28b-hE1β. (A) Introdução do local de restrição para o enzima SalI: (1) digestão do vector mutagenizado 
com SalI; (2) vector não mutagenizado digerido com SalI. (B) Remoção do local de restrição para o 
enzima NcoI: (1 e 2) digestão do vector mutagenizado com NcoI. (M) Marcador 1kb DNA ladder (New 
England Biolabs®). 
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Os vectores pET-28b-hE1α-wt e pET-28b-hE1β[-NcoI/+SalI] foram posteriormente digeridos 
com os enzimas de restrição PvuI (5’-CGATCG-3’) e SalI, de acordo com o esquema 
apresentado na página 27. O fragmento de 5290 bp proveniente do construct pET-28b-hE1α-
wt (que contém a cassete de expressão da proteína E1α) e o fragmento de 2269 bp 
proveniente do construct pET-28b-hE1β[-NcoI/+SalI] (que contém a cassete de expressão da 
proteína E1β) foram sujeitos a uma reacção de ligação para obtenção do vector bicistrónico 
pET-28b-hE1αβ. 
O sucesso da reacção de ligação foi confirmada através da reacção de hidrólise com o enzima 
de restrição EcoRV (5’-GATATC-3’), o qual deverá hidrolisar o DNA do construct em dois 
locais, um no cDNA E1α-wt e outra no vector de expressão, dando origem a um fragmento de 
5548 bp e outro de 2030 bp (Figura IV.2).  
 
 
Figura IV.2 – Confirmação da correcta construção do vector bicistrónico pET-28b-hE1αβ. 
(1 e 2) Digestão do vector pET-28b-hE1αβ com enzima de restrição EcoRV. (M) Marcador 1kb DNA 
ladder (New England Biolabs®). 
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1.2. Introdução da mutação c.757A>G no vector bicistrónico pET-28b-hE1αwt/hE1βwt 
A proteína E1α mutante em estudo (hE1αR224G) resulta da substituição de uma adenina por 
uma guanina na posição 757 do cDNA hE1α-wt (c.757A>G; AGA>GGA). A correcta introdução 
desta mutação, por mutagénese dirigida, foi inicialmente rastreada por digestão do produto da 
reacção de mutagénese dirigida com o enzima DdeI (5’-CTNAG-3’), uma vez que a presença 
desta mutação elimina um dos locais de restrição do DdeI presentes no cDNA hE1α-wt. Deste 
modo, os fragmentos de 2135 e 316 bp presentes no cDNA hE1α-wt dão origem ao fragmento 
de 2451 bp (Figura IV.3).  
 
Figura IV.3 – Rastreio da correcta introdução da mutação c.757A>G no cDNA hE1α-wt:  
(1 e 2) Digestão do construct pET-28b-hE1αβ com o enzima de restrição DdeI. (M) Marcador λ DNA-
BstEII Digest (New England Biolabs®). 
 
 
A posterior sequenciação deste DNA confirmou a presença da mutação c.757A>G e excluiu a 
introdução de mutações adicionais (Figura IV.4). 
  
Figura IV.4 – Análise da sequência do cDNA E1α após introdução da mutação c.757A>G. 
(SN) Sequência normal, onde a vermelho se indica a base alvo de mutagénese; (SM) Sequência mutada; 
a caixa representa o codão mutagenizado.  
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2. Purificação e caracterização das proteínas recombinantes 
2.1. Optimização do processo de expressão e purificação da proteína recombinante 
hE1αwt/hE1βwt 
As formas selvagem (6xHis-hE1αwt/hE1βwt) e mutante (6xHis-hE1αR224G/hE1βwt) da proteína E1 
recombinante foram obtidas por expressão das proteínas de fusão no sistema pET-28b, após 
indução pelo IPTG. Antes de procedermos à purificação das proteínas expressas 
heterologamente, foram efectuados ensaios para determinação da temperatura e tempo 
óptimo de indução. Observou-se que a indução pelo IPTG durante 4 horas, a 37°C, permitia 
obter um maior rendimento na expressão de hE1 wt e mutante, pelo que foram estas as 
condições seleccionadas. Foi ainda testada a suplementação com o cofactor TPP e com o seu 
precursor, a vitamina B1, tendo sido observado que o maior rendimento na produção das 
proteínas recombinantes era obtido quando a indução era efectuada na presença da vitamina 
B1. Estes dados sugerem que a presença do cofactor TPP, durante a produção das proteínas 
recombinantes, contribui para um aumento da sua estabilidade. Por outro lado, estes 
resultados também parecem indicar que a vitamina B1 tem acesso ao meio intracelular ao 
contrário do TPP.  
Após expressão das proteínas recombinantes, estas foram purificadas por IMAC. O processo 
cromatográfico foi optimizado para que as proteínas 6xHis-hE1 apresentassem um elevado 
grau de pureza e que fossem eluídas no menor número possível de fracções de modo a evitar a 
obtenção de soluções proteicas diluídas. A introdução de um gradiente de concentrações 
crescentes de imidazol permitiu eliminar a maior parte das proteínas contaminantes. 
Inicialmente foram efectuadas lavagens com 20, 50 e 75 mM de imidazol. Este último passo 
permitiria não só eluir proteínas com alguma afinidade para a resina Ni-NTA, mas também 
criar condições para que posteriormente as proteínas 6xHis fossem eluídas no passo seguinte 
utilizando uma concentração de imidazol de 250 mM (perfil de purificação #1; Figura IV.5). No 
decorrer da optimização do processo cromatográfico procedeu-se ainda a uma posterior 
eluição com 500 mM de imidazol para confirmar que toda a proteína tinha sido eluída na 
fracção de 250 mM de imidazol (Figura IV.5). Nestas condições, a proteína começava a ser 
eluída na fracção contendo 75 mM de imidazol e além disso não era totalmente eluída no 
patamar de 250 mM de imidazol.  
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Figura IV.5 – Análise por SDS-PAGE das fracções obtidas após purificação da proteína 6xHis-
hE1αwt/E1βwt recombinante por IMAC.  
(FT) fracção obtida após passagem do lisado celular na resina Ni-NTA; (75mM) três últimas lavagens com 
tampão de lise 75 mM imidazol; (250 mM) eluição das proteínas 6xHis com tampão de lise 250 mM 
imidazol; (500 mM) eluição das proteínas 6xHis com tampão de lise 500 mM imidazol; (M) Marcador de 
massas moleculares (NZYColour Protein Marker - NZYTech).  
 
Assim, foi alterado o perfil do gradiente de imidazol utilizado na purificação de forma a eluir a 
proteína num mínimo de fracções, evitando a sua perda nas fracções de 75 mM de imidazol e 
sem diminuir o seu grau de pureza. Deste modo, foi utilizando o gradiente sequencial de 
imidazol de: 20; 50; e 500 mM (perfil de purificação #2; Figura IV.6). Ao restringirmos o 
número de fracções que continham a proteína 6xHis-hE1wt, conseguimos obter as amostras 
com uma elevada concentração obviando-se assim manipulações posteriores para 
concentração das amostras, que conduzem inevitavelmente a uma diminuição no rendimento 
final da proteína recombinante. 
Embora a proteína recombinante E1α seja a única a ser expressa como proteína de fusão com 
o péptido hexa-histidil, a co-purificação da subunidade E1β demonstra que na célula 
hospedeira (E. coli) a montagem (assembly) destas duas sub-unidades ocorre, formando uma 
proteína heteromérica.   
A análise por SDS-PAGE do processo de eluição das proteínas recombinantes permitiu detectar 
duas bandas com massas moleculares de ≈43 kDa e ≈36 kDa (Figura IV.5 e Figura IV.6) valores 
esperados para as proteínas recombinantes 6xHis-hE1α e hE1β, respectivamente. No entanto 
foi sempre observada uma banda com massa molecular de 41 kDa. Esta banda poderá 
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corresponder a um produto de proteólise da proteína 6xHis-hE1α ou a proteínas bacterianas 
contaminantes.    
 
Figura IV.6 – Análise por SDS-PAGE das fracções obtidas após purificação da proteína 6xHis-
hE1αwt/hE1βwt recombinante por IMAC.  
(FT) fracção obtida após passagem do lisado celular na resina Ni-NTA; (20 mM) lavagens com tampão de 
lise 20 mM imidazol; (50 mM) lavagens com tampão de lise 50 mM imidazol; (500 mM) eluição das 
proteínas 6xHis com tampão de lise 500 mM imidazol; (M) Marcador de massas moleculares (NZYColour 
Protein Marker - NZYTech). 
 
Deste modo, para identificar a proveniência da proteína contaminante e também para 
confirmar que as proteínas purificadas e identificadas por análise SDS-PAGE correspondiam 
efectivamente à proteína recombinante 6xHis-hE1αwt/E1βwt, foi realizada uma análise por 
Western blotting das fracções eluídas durante a purificação e também da fracção obtida após 
passagem do lisado celular na resina IMAC (fracção FT), utilizando anticorpos específicos para 
cada uma das sub-unidades em estudo (Figura IV.7). 
 
 
Figura IV.7 – Análise por Western blotting das proteínas 6xHis-hE1αwt e hE1βwt recombinantes obtidas 
durante o processo de purificação por IMAC.  
(FT) fracção obtida após passagem do lisado celular na resina Ni-NTA; (hE1αβ) Fracção eluída com 500 
mM de imidazol (perfil cromatográfico #2). Os anticorpos utilizados encontram-se assinalados (E1α e 
E1β). (M) Marcador de massas moleculares (NZYColour Protein Marker - NZYTech). 
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Como pode ser observado pela análise da Figura IV.7, a sub-unidade E1β parece não sofrer 
degradação, uma vez que apenas é detectada uma banda com uma massa molecular de ≈36 
kDa e que corresponde à proteína observada por SDS-PAGE (Figura IV.5 e Figura IV.6). 
Relativamente à sub-unidade E1α, esta parece ser degradada uma vez que por imuno-
detecção foram identificadas duas bandas, uma com uma massa molecular de ≈43 kDa, 
correspondente à proteína E1α intacta (full lenght), e outra com uma massa molecular de ≈41 
kDa e que corresponderá à banda observada no SDS-PAGE. Curiosamente Korotchkina e 
colaboradores[28] utilizando células de E. coli M15 e um vector de expressão derivado do pQE 
contendo uma versão modificada do promotor N25 do bacteriófago T5, obtiveram o mesmo 
perfil de expressão pelo que a degradação da proteína hE1α deverá resultar de uma 
característica intrínseca da proteína e que será independente do sistema de expressão 
procariota utilizado.  
O grau de pureza das proteínas recombinantes foi determinado após análise densitométrica 
dos géis desnaturantes (Figura IV.5 e Figura IV.6). Os valores obtidos são apresentados na 
Tabela IV.1.  
 
Tabela IV.1 – Rendimento e grau de pureza da proteína 6xHis-hE1αwt/hE1βwt recombinante 
obtida durante o processo de optimização de IMAC. 
  6xHis-hE1αwt/hE1βwt 6xHis-hE1αwt hE1βwt 
 
[µg/L cultura] Grau de pureza 
(%) 
(%)
1 
(%)
1 
Perfil purificação #1 543±115 ≈70 100 45 
Perfil purificação #2 870±151 ≈77 100 75 
Nota: o grau de pureza e a percentagem relativa de formas 6XHis-hE1αwt e hE1βwt foi calculado através 
do tratamento das imagens com o software ImageJ.
1
 A percentagem foi calculada considerando a 
proteína 6xHis-hE1αwt como sendo 100%. 
 
Assim, pode ser observado que o perfil de purificação #2 permitiu obter um maior rendimento 
de proteínas recombinantes (870 µg/ L cultura), um maior grau de pureza (≈77%) e uma maior 
percentagem da subunidade hE1βwt (75%). A menor expressão desta subunidade deve-se 
provavelmente à ausência de um terminador na cassete de expressão após o cDNA hE1α.  
A proteína hE1 é uma proteína heterotetramérica constituída por duas subunidades α e duas 
subunidades β (α2β2). Assim, é fundamental determinar o perfil de oligomerização da proteína 
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recombinante expressa. Estes ensaios foram efectuados através da análise por Western 
blotting após separação electroforética em géis nativos de poliacrilamida (Figura IV.8).  
 
 
Figura IV.8 – Análise por Western Blotting do perfil de oligomerização da proteína 6xHis-hE1αwt/hE1βwt 
recombinante após separação electroforética em gel nativo de poliacrilamida.  
Os anticorpos utilizados encontram-se assinalados (E1α e E1β). (M) Marcador de massas moleculares 
(High molecular weight calibration kit for native electrophoresis; Amersham). 
 
Deste modo, podemos concluir que durante o processo de expressão, lise e purificação foi 
possível manter a integridade da proteína tetramérica uma vez que quer utilizando o anticorpo 
E1α quer o anticorpo E1β é visualizada uma banda com massa molecular aproximada de 158 
kDa. No entanto, foram também observadas bandas com massa molecular inferior e que 
provavelmente correspondem às formas diméricas 6xHis-hE1α2 (≈86 kDa) e hE1β2 (≈72 kDa). É 
ainda de salientar que nestes ensaios não foram detectadas formas monoméricas (≈43 kDa e 
≈36 kDa) e que a percentagem de formas agregadas com uma elevada massa molecular deverá 
ser muito baixa. 
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2.2. Proteína recombinante 6xHis-hE1αR224G/hE1βwt 
A purificação da proteína mutante recombinante 6xHis-hE1αR224G/hE1βwt foi efectuada 
utilizando o processo de purificação #2. O perfil de eluição foi monitorizado por análise SDS-
PAGE e encontra-se representado na Figura IV.9. 
 
 
Figura IV.9 – Análise por SDS-PAGE da purificação da proteína 6xHis-hE1αR224G/hE1βwt recombinante 
por IMAC. (FT) fracção obtida após passagem do lisado celular na resina Ni-NTA; (20 mM) lavagens com 
tampão de lise 20 mM imidazol; (50 mM) lavagens com tampão de lise 50 mM imidazol; (500 mM) 
eluição das proteínas 6xHis com tampão de lise 500 mM imidazol; (M) Marcador de massas moleculares 
(NZYColour Protein Marker - NZYTech). 
 
O rendimento e o grau de pureza obtido no processo de expressão, lise e purificação são 
apresentados na Tabela IV.2. Como pode ser observado, a forma recombinante mutante, 
quando comparada com a forma selvagem, apresenta um menor rendimento (290 µg/ L 
cultura), um menor grau de pureza (≈40%) e também um menor conteúdo na subunidade E1β 
(36%).  
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Tabela IV.2 – Rendimento e grau de pureza da proteína 6xHis-hE1αwt/hE1βwt recombinante 
obtida durante o processo de optimização de IMAC utilizando o perfil cromatográfico #2. 
 6xHis-hE1α/hE1β 6xHis-hE1α hE1β 
 [µg/L cultura] Grau de pureza 
(%) 
(%)
1 
(%)
1 
6xHis-hE1αwt/hE1βwt 870±151 ≈77 100 75 
6xHis-hE1αR224G/hE1βwt 290±46 ≈40 100 36 
Nota: o grau de pureza e a percentagem relativa de formas 6His-hE1α e hE1β foi calculado através do 
tratamento das imagens com o software ImageJ.
1
 A percentagem foi calculada considerando a proteína 
6xHis-hE1αcomo sendo 100%. 
 
Uma vez que estes dados sugeriam uma menor estabilidade proteica, que poderia levar a um 
maior conteúdo da proteína mutante na fracção insolúvel do lisado celular, foi efectuado uma 
análise por Western blotting das fracções solúveis e insolúveis, não só da proteína mutante 
mas também da forma selvagem (Figura IV.10). De modo a ser possível efectuar uma análise 
comparativa foi sempre aplicado no gel a mesma quantidade de proteína total.  
 
 
Figura IV.10 – Análise por Western blotting das fracções insolúveis e solúveis dos lisados celulares de E. 
coli BL21(DE3) após indução da expressão das proteínas recombinantes 6xHis-hE1αwt/E1βwt (wt) e 6xHis-
hE1αR224G/E1βwt (Mut).  
A percentagem relativa foi sempre calculada em relação à forma wt presente em cada fracção, sendo 
considerada como 100% Os anticorpos utilizados encontram-se assinalados (E1α e E1β). (M) Marcador 
de massas moleculares (NZYColour Protein Marker - NZYTech). 
 
Assim, foi possível observar que tendo em consideração a proteína total expressa (na fracção 
solúvel e na fracção insolúvel) não parece haver grandes diferenças no nível de expressão 
entre a proteína 6xHis-hE1αwt e 6xHis-hE1αR224G. A grande diferença é observada nos níveis de 
proteína 6xHis-hE1αR224G nas fracções insolúvel e solúvel. Assim, comparativamente com a 
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forma selvagem (100%) após análise densitométrica esta forma mutante apresenta, na fracção 
insolúvel e solúvel uma intensidade de 140% e 70%, respectivamente. Estes resultados 
confirmam assim que a proteína recombinante mutante poderá apresentar uma menor 
estabilidade no meio intracelular que conduzirá à formação de agregados celulares. 
Curiosamente a proteína hE1βwt quando co-expressa com a proteína hE1αR224G apresenta 
aproximadamente o mesmo nível na fracção insolúvel (85%) mas valores mais baixos na 
fracção solúvel (≈40%). Estes resultados parecem indicar que a diminuição da quantidade de 
subunidade E1α presente na fracção solúvel condiciona a quantidade de proteína E1β, a qual 
não podendo formar a unidade heterotetramérica será degradada. 
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3. Expressão e caracterização da proteína mutante 6xHis-
hE1αR224G/hE1βwt na presença de chaperones químicos 
A proteína recombinante 6xHis-hE1αR224G/hE1βwt foi produzida na presença dos compostos de 
baixa massa molecular arginina (R), aspartato (D) e arginina/aspartato (RD) de forma a estudar 
o efeito destas moléculas no nível de expressão e no valor de actividade enzimática daquela 
proteína mutante.  
Como referido anteriormente, estes compostos foram seleccionados para estes ensaios uma 
vez que são os constituintes do fármaco Asparten®. Inicialmente a proteína recombinante 
mutante foi expressa na presença de diferentes concentrações de arginina, aspartato e 
aspartato/arginina, nas concentrações de 5, 25 e 50 mM. Estas concentrações foram 
seleccionadas tendo em conta a experiência do nosso grupo na utilização de chaperones 
químicos para estabilização de formas mutantes do enzima fenilalanina hidroxilase[29]. Numa 
primeira abordagem, a proteína mutante e a sua forma selvagem foram expressas na ausência 
e na presença de arginina, asparatato ou arginina/aspartato nas concentrações referidas, e o 
seu teor na fracção solúvel e insolúvel foi avaliado por análise de Western blotting (Figura 
IV.11). 
Ao expressar a proteína recombinante mutante na presença de arginina (Figura IV.11) é 
possível observar, por comparação com a proteína recombinante mutante produzida na 
ausência de arginina, uma diminuição dos agregados, na fracção insolúvel, e um aumento da 
proteína solúvel para níveis semelhantes aos da proteína recombinante wt. Este efeito 
observa-se principalmente para a concentração de 50 mM onde, na fracção insolúvel, a 
subunidade E1αR224G passa de 139% na ausência de arginina (R0) para 49% na presença de 50 
mM de arginina (R50), enquanto na fracção solúvel esta subunidade sofre um incremento de 
67% para 125% na ausência de arginina (R0) e na presença de 50 m de arginina (R50), 
respectivamente. Curiosamente, foi ainda notório na fracção solúvel a diminuição da 
intensidade da banda contaminante E1α para esta última concentração de arginina (R50) que 
poderá indicar que a proteína será menos susceptível à proteólise intracelular (Figura IV.11). 
Relativamente à subunidade E1βwt, a sua quantidade na fracção insolúvel e na fracção solúvel 
sofrem também um aumento considerável. 
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Figura IV.11 – Análise por Western blotting das fracções insolúveis e solúveis dos lisados celulares de E. 
coli BL21(DE3) após indução da expressão das proteínas recombinantes 6xHis-hE1αwt/E1βwt (wt) e 6xHis-
hE1αR224G/E1βwt (Mut) na ausência e na presença de concentrações crescentes de arginina (R): 5 (R5); 25 
(R25) e 50 mM (R50).  
A percentagem relativa foi sempre calculada em relação à forma wt presente em cada fracção, sendo 
considerada como 100% Os anticorpos utilizados encontram-se assinalados (E1α e E1β). (M) Marcador 
de massas moleculares (NZYColour Protein Marker - NZYTech). 
 
Na Figura IV.12 é apresentada a análise por Western blotting da fracção insolúvel e solúvel dos 
lisados celulares de E. coli BL21(DE3) após indução da expressão das proteínas recombinantes 
na presença de aspartato (D).  
Quando a proteína recombinante mutante 6xHis-hE1αwt/E1βwt é produzida na presença de 
aspartato observa-se para a subunidade 6xHis-hE1αwt um efeito semelhante ao identificado na 
presença de arginina, com uma diminuição da proteína na fracção insolúvel e um aumento na 
fracção solúvel para concentrações de 50 mM de aspartato (D50). Adicionalmente, este 
composto parece induzir um efeito contrário relativamente à subunidade E1βwt, uma vez que 
esta proteína sofre uma diminuição da sua quantidade na fracção solúvel e um aumento na 
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fracção insolúvel à medida que se aumenta a quantidade de aspartato. No entanto, é 
importante salientar que, na presença de aspartato, a quantidade de proteína recombinante 
produzida é muito baixa (como pode ser observado pelo perfil proteico apresentado pela 
fracção solúvel; Figura IV.12), pelo que a avaliação efectuada poderá não ser a mais correcta.  
 
 
 
Figura IV.12 – Análise por Western blotting das fracções insolúveis e solúveis dos lisados celulares de E. 
coli BL21(DE3) após indução da expressão das proteínas recombinantes 6xHis-hE1αwt/E1βwt (wt) e 6xHis-
hE1αR224G/E1βwt (Mut) na ausência e na presença de concentrações crescentes de aspartato (D): 5 (D5); 
25 (D25) e 50 mM (D50).  
A percentagem relativa foi sempre calculada em relação à forma wt presente em cada fracção, sendo 
considerada como 100% Os anticorpos utilizados encontram-se assinalados (E1α e E1β). (M) Marcador 
de massas moleculares (NZYColour Protein Marker - NZYTech). 
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A proteína recombinante mutante foi ainda produzida na presença de aspartato e de arginina 
(Figura IV.13). Curiosamente, na presença de concentrações de 50 mM de aspartato e de 
arginina parece haver uma diminuição da expressão proteica uma vez que, quer para a 
subunidade E1α quer para a E1β, nas fracções solúvel e insolúvel, foi observado uma 
diminuição muito acentuada da quantidade de proteína recombinante produzida.  
 
 
 
Figura IV.13 – Análise por Western blotting das fracções insolúveis e solúveis dos lisados celulares de E. 
coli BL21(DE3) após indução da expressão das proteínas recombinantes 6xHis-hE1αwt/E1βwt (wt) e 6xHis-
hE1αR224G/E1βwt (Mut) na ausência e na presença de concentrações crescentes de aspartato e de 
arginina (RD): 5 (RD5); 25 (RD25) e 50 mM (RD50). 
A percentagem relativa foi sempre calculada em relação à forma wt presente em cada fracção, sendo 
considerada como 100% Os anticorpos utilizados encontram-se assinalados (E1α e E1β). (M) Marcador 
de massas moleculares (NZYColour Protein Marker - NZYTech). 
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4. Actividade catalítica dos enzimas recombinantes 
A actividade enzimática foi determinada com a fracção oligomérica total (dímeros e 
tetrâmeros). Como referido anteriormente, para determinação da actividade do enzima E1 foi 
utilizado o método colorimétrico de redução do DCPIP. Este composto é um aceitador de 
electrões que, ao ser reduzido, sofre uma alteração da coloração de azul-escuro para incolor. 
Esta transição pode ser seguida espectrofotométricamente a 600 nm (Figura IV.14). De modo a 
potenciar a transferência de electrões, foi utilizado o PMS. Este composto, de cor amarela, na 
presença de DCPIP origina uma solução de coloração verde. Uma vez que durante a reacção 
enzimática apenas o DCPIP é reduzido, no final da reacção a mistura reaccional apresenta uma 
cor amarela.  
 
 
Figura IV.14 – Ensaio utilizado para determinação da actividade enzimática do enzima hE1 in vitro. 
 
As actividades catalíticas determinadas para as três proteínas recombinantes estudadas são 
apresentadas na Tabela IV.3. A forma selvagem (6xHis-hE1αwt/E1βwt) apresentou uma 
actividade catalítica de 102 ± 4 mU.mg-1, valores que se encontram de acordo com os valores 
descritos na literatura para a forma recombinante (149-249 mU.mg-1). Assim, a forma mutante 
6xHis-hE1αR224G/E1βwt apresenta uma actividade enzimática residual de cerca de 47%. Quando 
comparada com a forma selvagem, a actividade enzimática determinada (48 ± 5 mU.mg-1) 
apresenta uma diferença estatisticamente significativa (p < 0,01).  
Quando a proteína mutante é produzida na presença de 50 mM de arginina a sua actividade 
enzimática sofre um aumento de 3 vezes. No entanto o valor obtido de 148 ± 16 mU.mg-1, 
quando comparado com a forma selvagem, não exibe uma diferença estatisticamente 
significativa (p > 0,1).  
Curiosamente quando produzida na presença de 50 mM de aspartato a proteína mutante 
apresenta uma actividade residual de apenas 8%. 
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Tabela IV.3 – Actividades enzimáticas dos enzimas recombinantes 6xHis-hE1α/E1β produzidos 
na ausência e presença de arginina a 50 mM e aspartato a 50 mM. 
 
Actividade enzimática 
(mU.mg
-1
)
1 
Actividade residual 
(%) 
P
2 
6xHis-hE1αwt/hE1βwt 102 ± 4 100 
- 
 
6xHis-hE1αR224G/hE1βwt 48 ± 5 47 
< 0,01 
 
6xHis-hE1αR224G/hE1βwt 
(produzida na presença de Arg 50 mM) 
148 ± 16 145 > 0,1 
6xHis-hE1αR224G/hE1βwt 
(produzida na presença de Asp 50 mM) 
8
 
8 - 
1
Os valores representam    ±  de três ensaios indepedentes (2 mM piruvato; 2 mM MgCl2; 200 µM 
TPP; 30°C) excepto para a proteína 6xHis-hE1αR224G/hE1βwt produzida na presença de Aspartato 50 mM 
(c). 
2
 Calculado utilizando o teste t de Student. 
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V. Conclusões Gerais e Perspectivas 
Este trabalho apresentava como principal objectivo a identificação do mecanismo molecular 
subjacente à normalização da actividade do PDHc e dos níveis de proteína E1α expressa, após 
ingestão de aspartato de arginina por um doente com deficiência em piruvato desidrogenase, 
resultante da mutação c.757A>G no gene PDHA1 (proteína E1α mutante R224G). 
Assim, numa primeira fase foi desenvolvido/optimizado um sistema de expressão bicistrónico 
para co-produção e purificação das subunidades α e β da proteína E1. A utilização do vector de 
expressão pET-28b, as condições de expressão (37°C, durante 4h) e o esquema de purificação 
optimizados (perfil cromatográfico #2), permitiu obter a proteína recombinante 6xHis-
hE1αwt/hE1βwt com um rendimento de ≈870 µg/L cultura e um grau de pureza de ≈77%. No 
entanto, quando comparado com a subunidade E1α, o nível de expressão da subunidade E1β é 
cerca de 0,75x, provavelmente devido à ausência de um terminador a jusante do cDNAα. 
Deste modo, foram já desenhados e adquiridos os primers adequados para introdução do 
terminador T7 (5’-ctagcataaccccttggggcctctaaacgggtcttgaggggttttttgg-3’), 26 bp após o codão 
STOP presente no cDNAα. Adicionalmente, a análise do perfil de oligomerização após 
separação em géis nativos de poliacrilamida e imunodetecção demonstrou que na célula 
procariota as subunidades da proteína E1 formam tetrâmeros α2β2, mas também dímeros α2 e 
β2.  
Quando comparada com a proteína recombinante hE1wt (6xHis-hE1αwt/hE1βwt) a forma 
mutante 6xHis-hE1αR224G/hE1βwt apresenta um menor nível de expressão na fracção solúvel e 
apenas 47% de actividade enzimática residual. Esta mutação ocorre num resíduo conservado 
da subunidade α (R224), localizado na primeira cadeia β do motivo β-α-β (G222-Q256) (Figura 
V.1). Esta estrutura não está directamente envolvida: na interface entre as subunidades α e β 
(α’ e β’), no centro activo ou nos locais de ligação dos cofactores. A análise bioinformática da 
proteína E1α permitiu observar que o resíduo R224 se localiza na interface entre as 
subunidades α e α’, próximo de dois resíduos essenciais à ligação entre as duas subunidades α 
(D247 e F248) e que a substituição de um aminoácido polar e básico (arginina) por um resíduo 
pequeno e hidrofóbico (glicina) poderá afectar a interacção das subunidades e, desta forma, 
condicionar a formação da estrutura quaternária. 
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Figura V.1 – Estrutura das subunidades α da proteína hE1αwt/hE1βwt. O resíduo de arginina (R224), que 
na proteína mutante será substituído por  uma glicina (R224G), encontra-se representado a vermelho. 
Os resíduos responsáveis pela montagem (assembly) das subunidades α (D247 e F248) encontram-se 
representados a rosa. O cofactor TPP é representado a amarelo. Imagem preparada utilizando o 
software UCSF Chimera [PDB ID 1NI4]. 
 
Assim, os resultados obtidos sugerem que a mutação c.757A>G é a causadora da doença 
observada no doente e que os baixos níveis de proteína mutante produzida podem ser devidos 
à dificuldade de formação da estrutura quaternária biologicamente activa, devido ao 
misfolding da subunidade E1α (aumento da fracção 6xHis-hE1αR224G na fracção insolúvel). A 
proteína com a conformação incorrecta deverá ser reconhecida pelo sistema de controlo de 
qualidade intracelular sendo aí degradada, contribuindo para uma diminuição dos seus níveis 
intracelulares.[30] 
A presença de arginina a 50 mM, aquando da síntese da proteína mutante 6xHis-
hE1αR224G/hE1βwt, contribuiu para o aumento da quantidade das subunidades α e β na fracção 
solúvel. Adicionalmente, nestas condições, a actividade do enzima mutante passou de 48 
mU.mg-1 para 148 mU.mg-1 (145% da forma selvagem). Na presença de aspartato e de 
aspartato/arginina (50 mM) não foi observado um aumento significativo da proteína E1α 
mutante na fracção solúvel. Deste modo, postulamos que a arginina, e não o aspartato, poderá 
funcionar como um chaperone químico, contribuindo para a estabilização de um estado 
conformacional nativo ou semelhante ao nativo (native-like) do enzima mutante, que não é 
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sujeito a degradação e consequentemente conduzindo a uma recuperação da sua função.[31] 
Neste contexto, parece inequívoca a função do Asparten® na reversão do fenótipo clínico e 
bioquímico do caso clínico index. É de salientar que este pode ser um efeito “universal” uma 
vez que os efeitos benéficos do Asparten® foram também observados noutro caso 
diagnosticado com deficiência em PDHc (comunicação pessoal), embora portador de uma 
mutação diferente na subunidade E1α (R378C). 
No entanto, para uma completa definição das bases moleculares deste efeito devem ser 
efectuados estudos adicionais, nomeadamente: a determinação da actividade enzimática 
apenas na fracção tetramérica da proteína E1 (após cromatografia de exclusão molecular); a 
caracterização da estrutura secundária da proteína mutante produzida na presença de 
arginina; o perfil de estabilidade e; a determinação do estado de oligomerização. 
Adicionalmente, seria extremamente interessante cultivar fibroblastos destes doentes, na 
ausência e presença de Asparten®, e confirmar o efeito observado no sistema de expressão 
procariota, não só a nível da proteína expressa mas também a nível do mRNA transcrito por 
PCR em tempo real (RT-PCR). 
Face à carência de medidas terapêuticas eficazes e à gravidade do espectro clínico da 
deficiência em PDHc, os nossos dados poderão contribuir para o desenvolvimento de novas 
estratégias terapêuticas, as quais poderão ser transpostas para doenças comuns 
(neurodegenerativas, resistência à insulina e obesidade, entre outras) em cuja etiopatologia 
tem sido implicada uma deficiência secundária do PDHc. 
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1. Vector de expressão pET-28b(+) 
 
 
Figura VII.1 – Representação do vector de expressão procariota pET-28b(+). 
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2. Sequência de DNA complementar (cDNA) de hE1α e hE1β 
LOCUS       NM_000284               1472 bp    mRNA    linear   PRI 24-SEP-2007 
DEFINITION  Homo sapiens pyruvate dehydrogenase (lipoamide) alpha 1 (PDHA1),  mRNA. 
ACCESSION   NM_000284 
 
 
 
 
Figura VII.2 –  Sequência do cDNA de hE1α. A sequência alvo (importação para o mitocôndrio) 
encontra-se representada a negrito e em itálico, o codão STOP (taa) encontra-se a negrito e sublinhado. 
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LOCUS       NM_000925               1516 bp    mRNA    linear   PRI 22-OCT-2008 
DEFINITION  Homo sapiens pyruvate dehydrogenase (lipoamide) beta (PDHB), mRNA. 
ACCESSION   NM_000925 
 
 
 
 
Figura VII.3 – Sequência do cDNA de hE1β. A sequência alvo (importação para o mitocôndrio) encontra-
se representada a negrito e em itálico, o codão STOP (tag) encontra-se a negrito e sublinhado. 
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3. Estrutura secundária das subunidades α e β da proteína madura hE1 
 
 
Figura VII.4 – Estrutura secundária da subunidade α da proteína madura hE1 [PDB ID 1NI4]. 
 
 
Figura VII.5 – Estrutura secundária da subunidade β da proteína madura hE1 [PDB ID 1NI4]. 
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4. Mutações descritas para a PDHE1α 
Tabela VII.1 – Resumo de algumas mutações missense/nonsense descritas para o gene PDHA1.  
Mutações missense/nonsense 
Alteração 
nucleotídica 
Exão 
Alteração 
proteica 
Actividade 
PDHc (%) 
Referência 
29G>C 1 R10P 28 (Takakubo et al., 2001)15 
131A>G 3 H44R 35 (Naito et al., 1994)15 
212T>C 3 V71A - (Naito et al., 2002) 32 
214C>T 3 R72C 20 (Chun et al., 1995)15 
262C>A 3 R88S 19 (Marsac et al., 1997)15 
266C>T 3 R88C 40 (Debray et al., 2006)33 
265G>A 3 G89S 100 (Matsuda et al., 1995)15 
302G>T 4 C101F - (Naito et al., 2002) 32 
337C>G 4 H113D 12 (Lissens et al., 1996)15 
363C>A 4 H121Q 36 (Cameron et al., 2004)34 
379C>T 4 R127W 15 (Fujii et al., 1994)15 
380G>A 4 R127Q 50 (Lissens et al., 2001)15 
407C>T 4 A136V - (Tulinius et al., 2005)35 
412C>T 4 L138F 22 (Cameron et al., 2004)34 
422G>A 5 R141Q 32 (Lissens et al., 2001)15 
442G>T 5 R141L 22 (Seyda et al., 2001)36 
482A>G 5 Y161C - (Lee et al., 2006)37 
484G>A 5 G162R 40 (Lissens et al., 1996)15 
491A>G 5 N164S 26 (Lissens et al., 2001)15 
498C>T 5 I166I 44 (Quintana et al., 2010)38 
499G>A 5 V167M 7 (Chun et al., 1993)15 
506C>T 5 A169V 3 (Quintana et al., 2010)38 
515C>T 6 P172L 100 (Lissens et al., 2001)15 
523G>C 6 A175P 51 (Takakubo et al., 1993)15 
562G>A 6 E188K 73 (Cameron et al., 2004)34 
584G>C 6 G195A 35 (Cameron et al., 2004)34 
588T>A 6 D196E - (Haung et al., 2008) 
592G>A 6 A198T 68 (Quintana et al., 2010)38 
596G>A 6 A199T 17 (Chun et al., 1993)15 
615C>A 7 F105L 25 (Dahl e Brown, 1994)15 
628A>G 7 M210V 5 (Tripatara et al., 1996)15 
640T>C 7 W214R 47 (Lissens et al., 2001)15 
647T>C 7 L216S - (Strassburg, et al., 2006)39 
650C>T 7 P217L 12 (Hemalatha et al., 1995)15 
679T>C 7 Y227H - (Coughlin, et al., 2010)40 
691A>G 7 T231A 2 (Chun et al., 1993)15 
692C>G 7 T231K - (Lissens et al., 2001)15 
727T>A 7 Y243N 35 (Matthews et al., 1994)15 
728A>C 7 Y243S 20 (Benelli et al., 2002)41 
748C>A 7 P250T 60 (Cameron et al., 2004)34 
757A>G 7 R253G - (Silva et al., 2009)25, 
773A>C 8 D258A 9 (Matthews et al., 1993)15 
784G>T 8 V262F 35 (Cameron et al., 2004)34 
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Tabela VII.1 (cont.) – Resumo de algumas mutações missense/nonsense descritas para o gene PDHA1. 
Mutações missense/nonsense 
Alteração 
nucleotídica 
Exão 
Alteração 
proteica 
Actividade 
PDHc (%) 
Referência 
787C>G 8 R263G 77 (Wexler et al., 1992)15 
788G>A 8 R263Q 38 (Awata et al., 1994)15 
863G>A 9 R288H 25 (Lissens et al., 1999)15 
871G>A 9 G291R 100 (Matsuda et al., 1995)15 
875A>T 9 H292L 3 (Chun et al., 1993)15 
888C>G 9 D296E 20 (Brown et al., 2003)42 
904C>T 10 R302C 50 (Dahl et al., 1992)15 
905G>A 10 R302H 40 (Otero et al., 1998)15 
905G>T 10 R302L - (Ito M Laboratory)15 
943G>A 10 D315N 25 (Matthews et al., 1994)15 
947C>T 10 P316L 53 (Takakubo et al., 1995)15 
986T>G 10 L329R 50 (Lissens et al., 2001)15 
1105T>C 
1107C>A 
11 Y369Q 30 (Lissens et al., 2001)15 
1132C>T 11 R378C - (Fujii et al., 1996)15 
1133G>A 11 R378H 30 (Hansen et al., 1991)15 
1148G>A 11 W383X - (Barnerias et al., 2010)43 
1163C>A 11 S388K 15 (Robinson BH Laboratory)15 
 
 
Tabela VII.2 – Resumo de algumas mutações por inserções/delecções descritas para o gene PDHA1. 
Mutações por Inserção / Delecção 
Alteração 
nucleotídica 
Exão 
Alteração 
proteica 
Actividade 
PDHc (%) 
Referência 
g.523G>A, c.511-602 6 171-201del 4 (Chun et al., 1995)15 
g.555A>G, c.511-603 6 171-201del 45 (De Meirleir et al., 1994)15 
511-759del 6, 7 171-253del 45 (Brown GK Laboratory)15 
666-667del 7 fs(222-222) - (Lissens et al., 2001)15 
727-729del 7 Y243del - (Lissens et al., 2001)15 
760-831del 8 254-277del 36 (Brown GK Laboratory)15 
857-860dup 9 CTTA 7 (Cameron et al., 2004)34 
861-862insT 9 fs(288-296) 93 (Matthews et al., 1994)15 
858-861dup 9 TTAC - (Cameron et al., 2004)34 
859-862dup 9 TACC - (Willemsen et al., 2006)44 
898-917del 10 fs(300-307) 16 (Matthews et al., 1993)15 
903-904ins5, 
899-903dup 
10 fs(302-307) 4 (Hansen et al., 1993)15 
915-916ins21, 
GAT ins + 898-
915dup 
10 
DSYRTRE 
305-306ins 
10 (De Meirleir et al., 1992)15 
920-921ins33, 
888-920dup 
10 
PGVSYRTR 
EE1 307-308ins 
15 (Hansen et al., 1994)15 
931-933del 10 R311del 0 (Tripatara et al., 1996)15 
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Tabela VII.2 (cont.) – Resumo de algumas mutações por inserções/delecções descritas para o gene 
PDHA1. 
Mutações por Inserção / Delecção 
Alteração 
nucleotídica 
Exão 
Alteração 
proteica 
Actividade 
PDHc (%) 
Referência 
933-935del 10 R311del 11 (Chun et al., 1995)15 
934-937del 10 fs(312-324) 31 (Lissens et al., 1995)15 
934-940del 10 fs(313-323) 25 (Dahl et al., 1990)15 
937-939del 10 K313del 40 (Hansen et al., 1991)15 
948-949del 10 fs(317-325) 1 (Chun et al., 1993)15 
963-964ins15, 
949-963dup 
10 
IMMLLK 
321-322ins 
15 (Lissens et al., 1996)15 
977-978ins15, 
963-977dup 
10 
KDRMV 
325-326ins 
- (Fujii et al., 1996)15 
980-981ins13, 
968-980dup 
10 fs(327-343) 61 (Chun et al., 1995)15 
1004-1005ins36, 
969-1004dup 
10 
MVNSNLAS 
VEEL 335-336ins 
- (De Meirleir et al., 1998)15 
1072-1091del 11 fs(358-369) 17 (Chun et al., 1991)15 
1078-1079ins46, 
1033-1078 dup 
11 fs(360-361) 100 (Chun et al., 1995)15 
1088-1089ins18, 
1071-1088dup 
11 
DEPPLE 
362-363ins 
36 (Ito et al., 1995)15 
1093-1094ins9, 
1085-1093dup 
11 
EEL 
364-365ins 
- (Fujii et al., 1996)15 
1113-1114ins13, 
1100-1112dup 
11 fs(372-380) 29 (Lissens et al., 1996)15 
1124-1125ins42, 
1083-1124dup 
11 
EELGYHIYS 
SDPPF 375-376ins 
100 (Lissens et al., 2001)15 
1125-1126insTT 11 fs(376-424) 20 (Chun et al., 1993)15 
1126-1127ins105 
1021-1125dup 
11 
(341-375) 
375-376ins 
95 (Ito M Laboratory)15 
1143-1144ins24 11 
PFEVRGAN 
381-382ins 
32 (Quintana, et al., 2010)38 
1145-1146ins4 
1142-1145dup 
11 fs(383-388) 46 (Takekubo et al., 1993)15 
1146-1153del 11 fs(383-384) 25 (Marsac et al., 1997)15 
146-1159dup 11 K387T fs(X6) 53 (Quintana et al., 2010)38 
1157-1162del6 11 fs(384-385) - (Barnerias et al., 2010)43 
1158-1159ins12 
1147-1158dup 
11 
WIKF 
386-387ins 
- (Lissens et al., 1999)15 
1159-1160ins39  
1121-1159dup 
11 fs(387-404) 15 (Lissens et al., 1996)15 
1159-1160ins26 
1134-1159dup 
11 fs(387-432) - (Fujii et al., 1996)15 
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Tabela VII.2 (cont.) – Resumo de algumas mutações por inserções/delecções descritas para o gene 
PDHA1. 
Mutações por Inserção / Delecção 
Alteração 
nucleotídica 
Exão 
Alteração 
proteica 
Actividade 
PDHc (%) 
Referência 
1159-1160ins26 
1144-1159dup 
11 fs(387-391) - (Tripatara et al., 1996)15 
1159-1160del 11 fs(387-430) 25 (Hansen et al., 1991)15 
1162-1163ins4 
1159-1162dup 
11 fs(388-388) 19 (Chun et al., 1995)15 
1162-1163ins6 
1157-1162dup 
11 FK387-388ins - (Fujii et al., 1996)15 
1167-1170del 11 fs(390-422) 27 (Endo et al., 1989)15 
 
 
 
